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RESUMEN

La inseminacion artificial (IA) es una técnica de reproduccién asistida empleada en
programas de mejora genética del ganado. En ella, se utiliza semen refrigerado o
congelado. El plasma seminal de la especie caprina contiene enzimas que metabolizan
algunos componentes de los diluyentes seminales, dando lugar a metabolitos téxicos
que afectan a la calidad espermatica. Por ello, se recomienda la eliminacion del plasma
seminal en los protocolos de congelacién del semen de esta especie. Asi pues, el
objetivo del trabajo fue estudiar el efecto del plasma seminal sobre la calidad

espermatica tras el proceso de congelacion y descongelacién en semen de caprino.

En este proyecto se analizaron 15 eyaculados de 10 machos de raza Murciano-
Granadina y se realiz6é un andlisis de la calidad seminal in vitro tanto en semen fresco
como descongelado. Para ello, se utilizaron el sistema CASA y la técnica de citometria
de flujo. Se realizaron dos experimentos, en el primero se estudio el efecto del plasma
seminal sobre la calidad in vitro de los espermatozoides de caprino tras la
descongelacion y en el segundo se estudié el efecto del plasma seminal en las distintas

etapas del protocolo de congelacion, previas a la propia congelacion.

Tras analizar los resultados, se observé que la calidad espermatica disminuia en las
muestras procesadas con plasma seminal tras el proceso de congelacion-
descongelacion. En el segundo experimento se observé que la calidad de las muestras
procesadas con plasma seminal disminuia drasticamente tras la etapa de adicion del

glicerol, aunque el tamafo muestral fue muy pequefio.

Por tanto, el plasma seminal es perjudicial para la congelacién del semen en la especie
caprina y los dafios ya se observan antes de la congelacion, en concreto, tras la adicion
del glicerol, aunque esto debe corroborarse en el futuro mediante el procesado de un

mayor numero de muestras.

Palabras clave: Plasma seminal, caprino, sistema CASA, citometria de flujo, glicerol,

crioconservacion.
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ABSTRACT

Artificial insemination (Al) is an assisted reproductive technique used in livestock
breeding programs. Refrigerated or frozen semen are used in Al. The seminal plasma
(SP) from goat bucks contains enzymes that metabolize some components of the semen
extenders giving rise to toxic metabolites that affect sperm quality. Therefore, the
elimination of SP is recommended in the sperm freezing protocols of this species. Thus,
the objective of the project was to study the effect of SP on sperm quality after the

freezing and thawing process in goat semen.

In this project, 15 ejaculates from 10 males of the Murciano-Granadina breed were used
and seminal in vitro quality in both fresh and thawed semen was analyzed by CASA
system and flow cytometry. Two experiments were carried out: in the first experiment,
the effect of SP on the in vitro quality of goat sperm after thawing was studied while in
the second experiment the effect of SP in the different stages of the freezing protocol,

prior to the freeze itself, was determined.

The results showed that the sperm quality decreased in the samples processed with SP
after the freeze-thaw process. In the second experiment, it was observed that the quality
of the samples processed with SP decreased dramatically after the glycerol addition

step, although the sample size was very small.

Therefore, seminal plasma is harmful to the freezing of semen in the goat species and
the damages are already observed before freezing, specifically, after the glycerol
addition, although this should be corroborated in the future by the analysis of greater

number of samples.

Keywords: seminal plasma, goat, CASA system, flow cytometry, glycerol,
cryopreservation.
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1. INTRODUCCION

1.1.  Inseminacion artificial (1A)

La cabra (Capra aegagrus hircus) es un mamifero rumiante, perteneciente a la familia
Bovidae y a la subfamilia Capridae. Existen nueve especies del género Capra. El ganado
caprino ha sido explotado tradicionalmente para la produccién de leche, carne, quesos,
pieles e incluso, como subproducto, el estiércol producido por esta especie. En Espana
el censo de caprino en el afio 2018 fue de alrededor de 2,76 millones de cabezas,
representando el 16% del censo total de caprino lechero de UE-28 en el afio 2017, solo
superada por Grecia. Con una produccion de 533 millones de litros en el afio 2018 que
suponen un valor de alrededor de 323 millones de euros, Espafa es el segundo pais de
la Unién Europea (UE) y el octavo pais a nivel mundial en produccion de leche de la
especie caprina. Asi pues, Espanfa es el segundo pais de la UE en produccion de queso
caprino, por detras de Francia, ocupando el quinto puesto a nivel mundial. La produccion
de leche de cabra en Espafia es de 530 kg por lactacion de cabra lechera y el consumo
de queso de cabra en Espafa es de 0,285 kg por habitante/afio (Direccion General de

Producciones y Mercados Agrarios, 2020).

La IA es una técnica de reproduccion asistida empleada en los programas de mejora
genética en ganaderia. En Espana, un porcentaje menor al 1% de las gestaciones en
cabras de aptitud lechera se obtienen mediante |A (Lopez-Sebastian et al., 2014),
utilizandose para ello semen refrigerado o congelado. No obstante, es una técnica cada
vez mas presente, sobre todo en ganado caprino lechero, ya que es una herramienta
util para el correcto avance de los programas de mejora genética. La IA ha sido una de
las técnicas mas utilizadas en la reproduccion animal (Lopez-Gatius, 2012). Esta
asociada al uso de otras técnicas de reproduccién asistida, como son las técnicas de
extraccion de semen y posterior conservacion del mismo. Por tanto, la IA depende del

desarrollo de estas dos técnicas para poder llevarse a cabo.

La técnica de IA es posible debido a la utilizacion de machos cabrios. Sin embargo, tiene
como objetivo seleccionar aquellos machos que tengan un mayor valor genético para
uno o varios caracteres y que produzcan espermatozoides capaces de gestar hembras.
La IA es la via utilizada para propagar los caracteres genéticos seleccionados en la

poblacién de destino (Mocé et al., 2019). Mediante los programas de mejora genética
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los ganaderos han ampliado sus perspectivas de futuro al mejorar la produccion de sus
rebafos (Cortés Gallego, 2003) y asi obtener animales cuyas producciones (leche,
carne, queso, pieles) se ajusten a los requisitos ambientales y de mercado (Amoah &
Gelaye, 1997). Su uso en programas de mejora genética permite aprovechar el potencial
reproductivo de los machos cabrios, aumentando el numero de descendientes por
macho de una manera mas efectiva, rentable y en menor tiempo. A través de esta
técnica es posible distribuir de una manera mas eficaz el semen de los machos mediante
el reparto de dosis seminales en explotaciones ganaderas con garantias sanitarias,

obteniéndose asi animales mejorados genéticamente (Leboeuf et al., 2008).

Resulta complejo atribuir las ventajas e inconvenientes de la IA, Unicamente a la técnica
de inseminacion, al ir intimamente ligada a las dos técnicas mencionadas anteriormente:

técnica de extraccion de semen y técnica de conservacion de semen.

La IA es una técnica que permite mejorar los aspectos zootécnicos, asi como la
obtencion de razas puras y nuevas de gran interés, también previene el contagio de
enfermedades venéreas. Otras ventajas que presenta la |A son reducir el coste en
machos y resolver los problemas debidos a machos reacios o inactivos a apareamientos

(Alcantara Huete & Espinoza Granados, 1999).

Por otra parte, existe una serie de factores que afectan a la técnica de extraccién de
semen como son los factores ambientales, de nutricion y de manejo. Estos factores
pueden afectar negativamente al resultado de fertilidad de las dosis seminales de IA.
Por ello, las dosis utilizadas para inseminar cabras deben superar una serie de analisis
en el laboratorio que garanticen una percepcion de la capacidad fecundante. El uso de
esta técnica presenta un riesgo relacionado con el estatus sanitario de los sementales
ya que si los machos presentan enfermedades y estas no son controladas, existiria
riesgo de diseminar esas enfermedades (Thibier & Guerin, 2000). Ademas, el manejo
del semen en el laboratorio y la técnica de inseminacion deben realizarse de forma
higiénica y cuidadosa para evitar dafar el tracto reproductivo de las hembras y propagar
enfermedades (Leboeuf et al., 2000). Asimismo, se trata de una técnica que precisa de
personal y equipos especializados para llevarse a cabo (Alcantara Huete & Espinoza
Granados, 1999).



Rosario Martin Montalban

1.2. Conservacion del semen

Para la inseminacion artificial se utiliza el semen de machos caprinos mejorantes, estos
tienen un mayor valor genético para uno o varios caracteres, y de machos en testaje o
en prueba de los que todavia no se ha evaluado su valor genético con suficiente certeza
debido a que no se ha realizado un numero suficiente de inseminaciones. Estos machos
se encuentran alojados en centros de sementales. Desde los centros de sementales se

pueden expedir dosis de semen fresco, refrigerado o congelado (Palomino et al., 2007).

Con las técnicas de recuperacion de semen e inseminacion artificial se puede
incrementar el numero de hembras inseminadas por eyaculado. Sin embargo, el tiempo
de vida util del semen de la especie caprina una vez extraido es corto, disminuyendo su
fertilidad a partir de las 2-3 horas. Por ello, el semen en fresco debe utilizarse una vez
extraido, ya que la motilidad y viabilidad de los espermatozoides disminuyen conforme
aumenta el tiempo de conservacion (Palomino et al., 2007). Para evitar este problema,
se han desarrollado diluyentes y técnicas que permiten alargar la viabilidad de la célula
espermatica por un periodo limitado de tiempo si hablamos de refrigeracion o

indefinidamente si hablamos de congelacion (Cortés Gallego, 2003).

1.2.1. Diluyentes seminales

La finalidad de un diluyente seminal es suministrar energia a los espermatozoides,
protegerlos de dafos relacionados con la temperatura y mantener un ambiente
adecuado para que los espermatozoides sobrevivan temporalmente (Purdy, 2005). La
composicion de los diluyentes utilizados para la refrigeracién de semen es similar desde
el punto de vista quimico y de pH a los empleados para la congelacion de semen.
Normalmente se diferencian en el uso de crioprotectores permeables (glicerol,
normalmente) y no permeables (rafinosa, trehalosa, etc) cuando el propdsito es la

congelacion del semen (Mocé, 2012).

En todo caso, los diluyentes empleados han de cumplir una serie de requisitos como (1)
ser isotonico, es decir, tener la misma presién osmética que el plasma seminal, cuando
se utiliza en refrigeracion e hiperosmotico en congelacion; (2) tener capacidad tampon
para mantener un pH neutro; (3) contener moléculas que protejan a los espermatozoides
de la congelacion clasificadas en sustancias crioprotectoras permeables y no

permeables, segun su capacidad de atravesar la membrana plasmatica; (4) poseer una
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fuente de energia como son la glucosa y fructosa; (5) tener capacidad bacteriostatica,
por lo que se utilizan antibidticos y (6) aumentar el volumen con la finalidad de facilitar
el manejo de cantidades pequenas de espermatozoides. También deben proteger la
viabilidad espermatica a una temperatura de 15°C o 5°C durante un minimo de 6 horas
(Cortés Gallego, 2003).

Dentro de los componentes de los diluyentes, los azucares (glucosa y fructosa) ejercen
un efecto positivo sobre la viabilidad espermatica aportando energia al espermatozoide,
y las proteinas de la leche desnatada y yema de huevo ayudan a mantener el equilibrio

osmotico (Cortés Gallego, 2003).

La funcion especifica del azucar determina su eleccibn como componente de un
diluyente. La fructosa es el sustrato primario en plasma seminal caprino, cuya funcion
es realizar la glucdlisis (Pellicer-Rubio et al., 1997). Asimismo, la glucosa es un sustrato
excelente en el metabolismo de los espermatozoides de la especie caprina y es esencial
para proporcionar energia para que las células espermaticas funcionen de manera
normal (Fukuhara & Nishikawa, 1973). Ambos azucares son moléculas de bajo peso
molecular, por lo que pueden atravesar la membrana plasmatica de los
espermatozoides. Hay azucares, que se afaden a los diluyentes de congelacion, que
no son capaces de atravesar la membrana plasmatica como son la lactosa, sacarosa,
rafinosa, trehalosa o dextranos pero, al agregarlos al diluyente, se crea una presion
osmatica produciendo la deshidratacion celular y, por tanto, una menor formacion de
hielo intracelular, asi como una interaccién con los fosfolipidos de la membrana,
reorganizando la membrana de forma que los espermatozoides sobrevivan al proceso
de criopreservacion (Aisen et al.,, 2002). La insercion de estos disacaridos en la
membrana limita la deshidratacion y, en consecuencia, limita el dafio fisico debido a los
cambios en el volumen celular asociados con la congelacion y descongelacion (Cortés
Gallego, 2003). Por tanto, al agregarlos en el diluyente, el dafio celular es minimizado
debido a una menor formacion de hielo intracelular y, en consecuencia, se recupera un

mayor numero de células viables tras la criopreservacion (Aboagla & Terada, 2003).

Los crioprotectores no permeables mas utilizados son la yema de huevo y la leche
desnatada. Las proteinas de la leche desnatada y yema de huevo actuan
extracelularmente modificando la membrana plasmatica y protegiéndola de los dafos
provocados por las bajas temperaturas, ademas de actuar como soluto disminuyendo
la temperatura de congelacion del medio. La yema de huevo ha sido utilizada durante

afos en los diluyentes para congelar semen (Salomon & Maxwell, 2000), ya que
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presenta cualidades favorables para la criopreservacion espermatica en especies
rumiantes (Tonieto et al., 2010). Sin embargo, presenta variabilidad en la composicion
entre lotes de huevos y riesgo de contaminacion microbioldgica (Garcia et al., 2013),
ademas de que en algunos estudios se ha observado que el semen diluido con yema
de huevo presenta resultados variables y pésimos en fertilidad (Leboeuf et al., 2000).
En cambio, otros estudios obtienen resultados optimos al emplear semen diluido con
leche desnatada (Konyali et al., 2013) y por este motivo, los diluyentes con leche

desnatada son ampliamente utilizados en ganado caprino.

Tal y como se ha indicado previamente, los crioprotectores permeables (glicerol, DMSO,
metanol, etc) son imprescindibles en los diluyentes de congelacion. Estos penetran en
la célula disminuyendo el agua extracelular e intracelular, produciendo asi la
deshidratacién de las células espermaticas. Al haber menos cantidad de agua
intracelular, el punto de congelaciéon disminuye evitando la formacion de hielo, de forma
que no se produce la muerte celular ni la disminucion de fertilidad de la muestra de
semen. Los crioprotectores permeables también estabilizan las membranas lipidicas a
través de enlaces de hidrégeno con los grupos polares de la cabeza de los lipidos de
membrana, provocando asi un aumento de la fluidez de la membrana de las células
espermaticas en condiciones deshidratadas y, por tanto, una mayor capacidad para

sobrevivir a la criopreservacion (Holt, 2000).

Dentro de los crioprotectores permeables, el mas utilizado es el glicerol. Varios trabajos
han demostrado que el glicerol es mas eficaz para la congelacion del semen de caprino
que otros crioprotectores como el DMSO, obteniéndose un mayor porcentaje de
espermatozoides moviles tras la descongelacion (31-35% y 15-21% para el glicerol y el
DMSO, respectivamente; Kundu et al., 2000; Kundu et al., 2001).

1.2.2. Técnicas de conservacion del semen

a. Conservacion del semen refrigerado
La refrigeracion, asociada al uso de diluyentes adecuados, aumenta el tiempo de
conservacion del semen debido a que, al disminuir la temperatura de conservacion se
consigue reducir la tasa metabdlica de los espermatozoides. La técnica de refrigeracion
implica un descenso suave y progresivo de temperatura del eyaculado desde los 20-
30°C hasta los 4-5°C, siendo esta ultima la temperatura de conservacion. El proceso de

refrigeracion del semen a 5°C produce un ahorro de reservas energéticas en las células
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espermaticas, disminuyendo asi el metabolismo de los espermatozoides, y la adicion de
compuestos organicos como son la yema de huevo o la leche desnatada protege a las
células de los efectos de las bajas temperaturas. Estos compuestos organicos actuan
extracelularmente ya que, debido a su alto peso molecular, no pueden atravesar la

membrana plasmatica (Salomon & Maxwell, 1995).

Las dosis seminales refrigeradas a 4-5°C deben utilizarse en un determinado tiempo, ya
que los espermatozoides de caprino conservados en estado liquido sufren un deterioro
rapido, disminuyendo su fertilidad a partir de las 12-24 horas (Leboeuf et al., 2000)
aunque otros autores observaron que este plazo es todavia menor (6-10 horas; Cortés
Gallego, 2003). De hecho, la mayoria de las inseminaciones realizadas con semen
refrigerado se realizan en un plazo de 5-8 horas. Este reducido tiempo limita la distancia
a la que pueden ser utilizadas las dosis seminales. Ademas, supone un problema en los
programas de mejora genética nacionales de caprino, dificultando asi las conexiones

entre rebafios alejados de los centros de sementales (Leboeuf et al., 2008).

b. Criopreservacion
En el caso de la congelacion de semen, los primeros estudios datan del siglo XVIII,
aunque no fue hasta mediados del siglo XX cuando se produjo el desarrollo de la
tecnologia de crioconservacion del semen. Esto fue debido al descubrimiento, por parte
de Polge, Smith y Parkes en 1949, del glicerol como crioprotector eficaz para la
congelacion del semen en algunas especies. Desde entonces son numerosos los
investigadores que han trabajado a lo largo de los afios para intentar desarrollar y

mejorar los protocolos de congelacién del semen.

Las dosis seminales congeladas pueden conservarse indefinidamente y, por ello, se
pueden utilizar en ganaderias alejadas de los centros de produccién de estas dosis. La
congelacion del semen es imprescindible para conservar razas que se encuentran en
peligro de extincion, para conservar semen obtenido de machos mejorantes y, también,
para comercio internacional e intracomunitario de dosis de IA. Sin embargo, el proceso
de congelacion tiene efectos perjudiciales en los espermatozoides, afectando a su
calidad in vitro (motilidad, viabilidad, etc) y a su capacidad fecundante (Salomon &
Maxwell, 2000).

Se ha observado que tras el proceso de crioconservacion y descongelacion,
aproximadamente, el 50% de los espermatozoides resultan dafiados/muertos v,

respecto al 50% restante de vivos, solo el 10% de los espermatozoides funcionan
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correctamente. Aunque tras el proceso de congelacion se espera obtener
espermatozoides funcionalmente similares a los espermatozoides recién eyaculados, la
realidad es que los espermatozoides congelados-descongelados de mamiferos se
encuentran en un estado avanzado de capacitacion (Mocé, 2012). Los resultados de
fertilidad obtenidos con semen congelado son siempre inferiores a los observados en
semen refrigerado, aunque varian en funcion de la composicion del diluyente, calidad
inicial del semen, tratamiento del mismo, lugar de deposicion de la dosis, momento de
inseminacion, estacion del afio y raza (Cortés Gallego, 2003). Por este motivo, solo en
el 15% de las inseminaciones se utiliza semen congelado, ya que presenta un 35-38%
de fertilidad, resultado inferior al del semen fresco o refrigerado que presentan un 55-
65% de fertilidad (Contreras-Gémez, 2018).

Para poder llevar a cabo la conservacion del semen se tienen que cumplir unos valores
minimos de calidad seminal como son el volumen, movilidad y concentracion (Cortés
Gallego, 2003). La congelacion del semen, como técnica de conservacion, facilita el uso
de dosis seminales independientemente del afio en que hayan sido obtenidas y permite
conservar la capacidad fecundante de las dosis por tiempo indefinido, separando de ese
modo el momento de extraccion del semen y produccién de dosis seminales con el
momento de uso de las mismas (Cortés Gallego, 2003). Asimismo, este tipo de
conservacion del semen permite realizar analiticas adecuadas, descartando asi los
sementales asintomaticos portadores de enfermedades y dando lugar a dosis seminales

mas seguras desde el punto de vista sanitario (Mocé et al., 2019).
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1.3.  Etapas del proceso de congelacion del semen caprino

En los procesos de congelacion del semen, los espermatozoides son finalmente
almacenados en tanques con nitrogeno liquido (-196°C). A esta temperatura el
metabolismo celular se encuentra inhibido, es decir, no es posible la existencia de

reacciones quimicas.

Para la congelacién del semen caprino se utilizan los protocolos de congelacién lenta.
En ellos, las velocidades de congelacion son lentas y, por ello, el agua extracelular
solidifica en cristales de hielo conforme disminuye la temperatura, creando dos fases:
cristales de hielo de agua pura y una fraccion no congelada en la que coexisten agua

liquida, sales, azucares, crioprotectores y espermatozoides (Hammerstedt et al., 1990).

Durante el proceso de congelacién, los espermatozoides son expuestos a cambios de
temperatura que provocan alteraciones en la estructura de la membrana, ya que los
fosfolipidos que componen la bicapa lipidica de los espermatozoides sufren un cambio
de fase de estado liquido a estado gel. Ademas, la pérdida de agua en forma de hielo
incrementa la presion osmotica de la solucion en la fraccion de agua todavia liquida,
provocando dafios osmoticos en los espermatozoides (Watson, 1995). Debido a que los
espermatozoides carecen de la capacidad de adaptacion a bajas temperaturas, se debe
afadir a los diluyentes algunos ingredientes como yema de huevo, leche desnatada o

glicerol, ayudandoles a sobrevivir en estas condiciones de hipotermia (Purdy, 2005).

El protocolo de congelacion del semen caprino consta de varios pasos (Figura 1) que, a

continuacion, se describiran en detalle.
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Recuperacion eyaculado

el —> Centrifugacion y adicion del

primer diluyente.
—
Congelacion
Almacenamiento -196°C

. 37°C
Descongelacion

Figura 1. Pasos en el protocolo de congelacién del semen. Fuente: adaptacion de (Mocé, 2012).

Descenso temperatura

Adicion segundo diluyente con
crioprotector.

- Envasado del semen en pajuelas.

Los protocolos de congelacion del semen comienzan con la obtencion del eyaculado y
la valoracion de su calidad. A continuacion, se suele eliminar el plasma seminal antes
de afadir el primer diluyente de congelacion que carece de crioprotector permeable y
comienza la fase de enfriamiento a 4°C. Una vez alcanzada la temperatura de 4°C, se
afiade el segundo diluyente que contiene crioprotector permeable y se deja equilibrar
con este diluyente durante un periodo variable. Seguidamente, se envasa el semen en
pajuelas y se sellan los envases. Por ultimo, el semen envasado es congelado en
vapores de nitrogeno liquido y, posteriormente, es almacenado hasta su

descongelacion.

a. Obtencion del eyaculado vy valoracion de la calidad del semen fresco

El eyaculado de un macho cabrio esta formado por espermatozoides y plasma seminal
(Cortés Gallego, 2003). El plasma seminal transporta a los espermatozoides desde el
sistema reproductor del macho hasta el tracto genital de la hembra. Se trata de un fluido
isoosmoatico, tiene la misma presion osmotica que la sangre, y esta compuesto por un
75% de agua, fructosa, sorbitol, fosfolipidos, acido citrico, prostaglandinas, inositol,
enzimas y proteinas, ademas de iones inorganicos como sodio, potasio y cloro (Iritani &
Nishikawa, 1964).
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El semen puede obtenerse por diferentes métodos: post-coital, electroeyaculacion,
vagina artificial o post-mortem (Cortés Gallego, 2003), aunque el mas utilizado es el
método de extraccion mediante vagina artificial. Tras obtenerlo, se hace una primera
valoracién de los eyaculados obtenidos para descartar aquellos que presenten baja
calidad seminal. El protocolo de congelacion siempre empeora la calidad seminal, por
lo que es necesario hacer una seleccion inicial del semen. No obstante, una buena
calidad del semen fresco no garantiza una buena calidad después de la descongelacion,
debido a las diferencias entre machos en la resistencia al proceso de congelacion (Holt,
2000).

b. Centrifugacion vy dilucion con el primer diluyente de congelacion

En los anos ‘70 se demostré que el plasma seminal de caprino tenia un efecto perjudicial
sobre la calidad del semen congelado (Corteel & Baril, 1974). Es por este motivo por el
que se recomienda su eliminacion previamente a la adicion de los diluyentes de

congelacion.

Una vez eliminado el plasma seminal a través de centrifugacion y retirado el
sobrenadante, se afiade el primer diluyente de congelacién que contiene yema de huevo
o leche desnatada que protegen a los espermatozoides durante el descenso de
temperatura a 4°C pero suele carecer del crioprotector permeable (glicerol, en muchas

ocasiones) (Moceé, 2012).
La dilucion con el primer diluyente se realiza a temperatura ambiente. Es importante que
el material y el diluyente utilizados se encuentren a una temperatura similar a la del

semen para evitar choques térmicos.

c. Enfriamiento a 4°C, dilucién con el sequndo diluyente, equilibrado, envasado vy

sellado

Cuando la temperatura desciende bruscamente, desde temperatura corporal a 4°C, se
producen dafios en los espermatozoides como son la pérdida de motilidad, dafios en
los acrosomas o torsiones en el flagelo, entre otros. La sensibilidad de los
espermatozoides al descenso de temperatura depende de la composicién de la
membrana plasmatica, siendo dos los parametros que determinan la susceptibilidad de
los espermatozoides a las bajas temperaturas: el ratio de colesterol:fosfolipidos (C:F) y
el ratio de acidos grasos polinsaturados:acidos grasos saturados unidos a los
fosfolipidos de la membrana (PUFA:SFA) (Mocé, 2012).
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Para evitar o minimizar los dafios que se producen en los espermatozoides por
hipotermia, ademas de las sustancias protectoras incluidas en los diluyentes, el
descenso de temperatura a 4°C se realiza lentamente durante 60 o 120 minutos. Este
descenso lento de la temperatura se consigue sumergiendo los tubos con el semen en
bafos de agua a temperatura similar a la del semen diluido e introduciendo estos tubos
en una camara a 4°C o bien mediante el uso de bafios de agua programables que
permiten realizar del descenso de la temperatura a una velocidad determinada (Mocé,
2012).

Cuando las muestran han alcanzado la temperatura de 4°C se afade el segundo
diluyente, que contiene el crioprotector permeable. Estos crioprotectores ejercen su
efecto de proteger las células durante la congelacion tanto a nivel intracelular como
extracelular, ya que disminuyen la concentracion de sal en el fluido extracelular e
incrementan el porcentaje de fraccion de agua no congelada a cualquier temperatura
(Amann & Pickett, 1987). Aunque pueden atravesar la membrana plasmatica, la
atraviesan a menor velocidad que el agua y, por ello, provocan choques osmaticos en
los espermatozoides. Cada vez que se afiaden o eliminan los crioprotectores, los
espermatozoides sufren cambios de volumen, aumentando o disminuyendo el volumen,
y estos cambios pueden ser potencialmente dafinos silos espermatozoides sobrepasan
sus limites de resistencia osmotica. Para evitar dafiar a los espermatozoides durante la
adicién del crioprotector, el segundo diluyente se aflade en varios pasos evitando que
los espermatozoides sufran choques osmoticos y permitiendo asi su adaptacion

progresiva a las nuevas condiciones osméticas (Gao et al., 1997).

Una vez afadido el segundo diluyente en varios pasos, se dejan equilibrar las muestras
durante un periodo de tiempo variable, desde 10-15 minutos hasta 2 horas o mas. Esta
fase de equilibrado es necesaria para que se produzcan cambios protectores en la
membrana (Gao et al., 1997). A continuacion, el semen se envasa. Para ello, se suelen
utilizar pajuelas de plastico de 0,25 0 0,5 mL. Para el sellado de las pajuelas se puede
utilizar polivinil alcohol (PVA), bolas de sellado de vidrio o metal, plastilina o pueden ser
selladas por calor o ultrasonidos. Siempre se deja una burbuja de aire entre el semen 'y
el sellador utilizado para evitar que se produzca una sobrepresion en las pajuelas por

efecto de la congelacion y descongelacion (Mocé, 2012).

11



Rosario Martin Montalban

d. Congelacion y almacenamiento

Actualmente, el semen es congelado en vapor de nitrdgeno liquido. Para la congelacion,
las pajuelas se colocan en gradillas y la congelacion se puede realizar en cajas de

porexpan o en congeladores programables.

Para la congelacion en cajas de porexpan, las gradillas son suspendidas a una altura
variable sobre la superficie del nitrégeno liquido y el recipiente se cierra evitando la
evaporacion del vapor de nitrégeno. Cuanto mas cerca del nitrégeno liquido se coloque
la gradilla, mayor sera la velocidad de congelacion. En general, las pajuelas son
suspendidas sobre el vapor del nitrégeno liquido alrededor de 5-20 minutos (Purdy,
2005). Una vez transcurrido el tiempo de congelacion, las pajuelas son depositadas en
los tanques de nitrogeno liquido y alli son almacenadas hasta su uso (Leboeuf et al.,
2000; Purdy, 2005).

En el caso de los congeladores programables, el congelador esta conectado a un
contenedor con nitrégeno liquido y a una unidad de control que, en funcion de la curva
de congelacién programada, inyecta vapor de nitrogeno liquido dentro del arcon de
congelacion donde se colocan las pajuelas. Una vez que el programa ha terminado y se
han congelado las pajuelas, estas son almacenadas en tanques de nitrégeno liquido

hasta su posterior uso (Blash et al., 2000).

Los dos protocolos de congelacion son eficaces. La congelacion en cajas de porexpan
es mas barata y se utiliza mas en laboratorios con equipamiento limitado o cuando se
tienen que realizar congelaciones en lugares con escasos medios. No obstante, los
congeladores programables permiten utilizar curvas de congelacién mas adecuadas, ya
que se pueden establecer diferentes velocidades de congelacion por tramos de
temperatura (Purdy, 2005) y, ademas, permiten congelar un numero elevado de
pajuelas al mismo tiempo. Por otra parte, los programas de congelacion también
permiten guardar las curvas de congelacion reales de cada sesion, permitiendo de esa

manera una mejor trazabilidad del producto final.

e. Descongelacion

La descongelacion se realiza en bafios de agua a 37-38°C, generalmente durante 30
segundos. No obstante, se han descrito temperaturas de descongelacién mas altas (70
y 75°C) que permiten que la velocidad de descongelacion sea mayor (7 y 10 segundos,

respectivamente) (Leboeuf et al., 2000). En el caso de que se utilicen temperaturas
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elevadas es necesario controlar muy bien el tiempo de descongelacion para evitar que

el contenido de la pajuela se sobrecaliente.

Previamente se ha indicado que el proceso de congelacion-descongelacion induce
danos en los espermatozoides y que el producto final (semen descongelado) es siempre
de menos calidad que el producto de partida (semen fresco). Por ello, es necesario
valorar la calidad del semen tras la descongelacion y asi eliminar todas las pajuelas de
los eyaculados que no presenten unos valores minimos de calidad. Las pajuelas que
presentan una calidad adecuada tras la descongelacion pueden ser utilizadas en

inseminaciones posteriormente (Moce, 2012).
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1.4. Importancia de los analisis para evaluar la calidad in vitro del semen

Desde el desarrollo y uso de la IA, se han realizado trabajos con la finalidad de conocer
el potencial de fecundacion de una muestra de semen. Sin embargo, el objetivo ha sido
dificil de conseguir debido a que en la fertilidad final influyen multitud de factores que
complican la capacidad de evaluar la fertilidad y el establecimiento de buenos modelos

de prediccion.

El espermatozoide es una célula compleja que debe poseer un conjunto de cualidades
para fecundar: (1) motilidad; (2) mitocondrias activas para suministrar la energia
necesaria para la motilidad; (3) membranas acrosémicas intactas capaces de sufrir
cambios durante la capacitacién permitiendo la reacciéon acrosémica en el momento en
el que este se una a la zona pelucida del 6vulo; (4) receptores que permitan que el
espermatozoide se una a la zona pelucida y al oolema; (5) membranas plasmaticas que
permiten la fusién con el oolema y (6) nucleo capaz de realizar una adecuada
descondensacion, reorganizacion nuclear y rendimiento genético para mantener el

desarrollo del cigoto y embrionario (Graham & Mocé, 2005).

No obstante, la fertilidad no depende solo del macho donante de semen sino también
de las hembras, asi como del manejo que se realice tanto de las dosis de semen como
de las hembras antes y después de la inseminacion artificial. Las cabras deben
encontrarse en estado 6ptimo de salud, tener una alimentacion adecuada y factores
ambientales favorables para que puedan ser capaces de producir, almacenar y ovular

ovocitos normales y fecundables (Graham & Mocg, 2005).

La forma mas adecuada de determinar la fertiidad de las muestras de semen es
mediante los estudios de fertilidad in vivo. Para ello, es necesario realizar IA 'y determinar
la fertilidad mediante la confirmacion de gestacion (2 semanas si se observan retornos
a estro y 45 dias mediante diagndstico por ecografia en caprino) o bien a parto (5 meses
después de la IA en caprino). No obstante, estos estudios son caros y los resultados no
se obtienen de forma inmediata. Por ello, se han desarrollado técnicas para evaluar la
calidad seminal in vitro que, si bien no permiten predecir la capacidad fecundante de las
dosis seminales, si permiten realizar una seleccion de las dosis a través del analisis de
una serie de caracteristicas o funcionalidades de los espermatozoides, evitando utilizar

dosis que puedan presentar una fertilidad muy baja (Graham & Mocé, 2005).
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La calidad del semen se determina a través de variables como la motilidad, viabilidad,
concentracion y morfologia espermatica (Hafez & Hafez, 2013), entre otras. Los analisis
se pueden realizar de forma visual mediante la observacion de los espermatozoides en
un microscopio que, en ocasiones, conlleva cierto grado de subjetividad en las
evaluaciones, o bien de forma automatizada que minimiza o, incluso, elimina la
subjetividad de las analiticas. En este ultimo caso se utilizan los sistemas CASA

(Computer Assisted Sperm Analysis) y la citometria de flujo (Graham & Mocé, 2005).

La técnica de citometria de flujo permite evaluar distintas estructuras de los
espermatozoides mediante su marcaje con tinciones fluorescentes obteniendo los
resultados en muy poco tiempo, ademas de detectar cambios en la intensidad de la
fluorescencia que de forma visual no se observan. A través de marcadores fluorescentes
se pueden conocer las caracteristicas de cada célula como su estructura (superficie,
citoplasma, mitocondria y nucleo), su tamafio y complejidad, obteniendo resultados
especificos y sensibles (Barrera et al., 2004). La citometria, asociada al uso de
fluorocromos, permite estudiar varias estructuras espermaticas a la vez en un gran
numero de células y en un breve espacio de tiempo. Por ello, su uso es cada vez mayor
en los laboratorios de andrologia, ya que cada vez se dispone de un mayor numero de
marcadores celulares y de unos equipos de citometria mas avanzados que permiten la
evaluacion de multiples estructuras simultaneamente sobre un mismo espermatozoide,
mejorando con ello la capacidad de prediccion del potencial fecundante de las muestras
(Graham, 2001; Martinez-Pastor et al., 2010).

Para la evaluacion de la motilidad de las muestras se utilizan los sistemas CASA que
permiten cuantificar el movimiento de la muestra, obteniéndose el porcentaje de
espermatozoides que son moviles o que presentan movilidad progresiva, asi como
cualificar la calidad de ese movimiento mediante la valoracion de parametros cinéticos.
Esto se consigue colocando la muestra en camaras y capturando los espermatozoides
en movimiento en el microscopio con objetivos de contraste de fases con el fin de
guardarlos como imagenes digitalizadas. Dentro de los parametros cinéticos que se
obtienen con estos sistemas se encuentran varias velocidades (Figura 2), varios ratios
que evaluan la relacién entre las velocidades y otros parametros cinéticos. La velocidad
curvilinea (VCL, ym/s) es la distancia recorrida por el espermatozoide a lo largo de su
trayectoria real en funcién del tiempo, la velocidad lineal (VSL, um/s) es la distancia
recorrida por el espermatozoide entre el primer punto y el ultimo de su trayectoria y la
velocidad media del trayecto (VAP, um/s) es la distancia recorrida por el espermatozoide

a lo largo de la trayectoria media. En cuanto a lo s ratios, el indice de linealidad (LIN, %)
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es la relacion porcentual entre la velocidad rectilinea y la velocidad curvilinea (LIN=
VSL/VCL*100), el indice de rectitud (STR, %) es la relacién porcentual entre la velocidad
rectilinea y la velocidad lineal (STR= VSL/VAP*100) y el indice de oscilacion (WOB, %)
es la relacion porcentual entre la velocidad media y la velocidad rectilinea (WOB=
VAP/VCL*100). Respecto a otros parametros cinéticos, la amplitud del desplazamiento
lateral de la cabeza (ALH, um) es el desplazamiento que efectuan las cabezas de los
espermatozoides en su trayectoria curvilinea de un lado a otro de su trayectoria media
lineal y la frecuencia de batido (BCF, Hz) es la frecuencia con que la trayectoria
curvilinea atraviesa la trayectoria lineal media en funcion del tiempo, todo ello sobre la
poblacién de moviles y sobre el total (méviles e inmoviles) (Fraser et al., 2001) (Figura
3).

Los analisis mediante citometria de flujo y el analisis de motilidad mediante los sistemas
CASA son los mas utilizados para evaluar la calidad de las dosis seminales debido a su

rapidez y facilidad, respectivamente.

Figura 2. Percepcion grafica de las velocidades del sistema
CASA (Computer Assisted Sperm Analysis). Fuente:
(Contreras Goémez, 2018).

ESCALA

17 16. 16231 micras Visualizar
Ra
79
15 ~ Media

¥ Curvilinea

¥ Rectilinea

Hz C(BCF>

Figura 3. Percepcion grafica de las velocidades de los espermatozoides moviles y
progresivos a través del sistema CASA. Fuente: elaboracion propia.
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1.5. El efecto contradictorio del plasma seminal en caprino

El plasma seminal no es solo un fluido necesario para que los espermatozoides puedan
abandonar el tracto reproductivo de los machos durante la eyaculacion, sino que es un
fluido rico en componentes que facilitan la supervivencia de los espermatozoides y que
participan en distintos procesos de sefalizacion celular. El plasma seminal contiene
fructosa, glucosa y lipidos que aportan energia a los espermatozoides (Lahnsteiner et
al., 1993), ademas de haberse observado una relacién de estos azucares con la
fertilidad (Willians & Ford, 2001). También contiene sustancias que proporcionan
soporte a las células espermaticas, como sodio y potasio que estabilizan el balance
osmatico y calcio, este ultimo necesario para la estimulacion de la esteroidogénesis
(Cupps, 1991). Aparte de su interaccion con los polisacaridos, fosfolipidos o
lipoproteinas de la membrana plasmatica, también contiene proteinas que reconocen
los receptores de la membrana plasmatica del espermatozoide y de la zona pellcida
(Mogielnicka-Brzozowska & Kordan, 2011). Por otra parte, también contiene una serie
de enzimas como la lactato deshidrogenasa (LDH), la aspartato amino transferasa
(AST) y la fosfatasa alcalina (ALP) que son esenciales para los procesos metabdlicos
que suministran energia para la motilidad, supervivencia y fertiidad de los

espermatozoides (Rodriguez et al., 2016).

En caprino, ademas, el plasma seminal es rico en fosfatasa acida y alcalina, ambas
secretadas por la prostata, ademas de contener fosfolipasa A, producida en la glandula
bulbouretral o de Cowper (Roy, 1957). La fosfolipasa A es una enzima capaz de producir
la coagulacion de la yema de huevo mediante la hidrdlisis de las lecitinas de la yema de
huevo dando lugar a lisolecitinas y acidos grasos libres a través de la escisién de esta
molécula. Estos productos resultantes provocan la inmovilizacion y muerte de los
espermatozoides (Pellicer, 1996). La fosfolipasa A se activa en presencia de iones calcio

y disminuye su accion con la presencia de citratos u oxalatos en el medio (Roy, 1957).

Por otra parte, el plasma seminal caprino también contiene una lipasa secretada por la
glandula bulbouretral llamada BUS IIl. Esta lipasa actua sobre los componentes de la
leche desnatada hidrolizando los triglicéridos de la misma y dando lugar al acido oleico,
responsable del deterioro de los espermatozoides de la especie caprina diluidos en
leche desnatada (Leboeuf et al., 2000).

Aunque existen diferencias en la composicion del plasma seminal en funcién de la época

del aio en que se extraen los eyaculados, siendo mas perjudicial el plasma seminal de
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los eyaculados producidos en estacion no reproductiva (Leboeuf et al., 2000), en varios
estudios se constaté que el efecto toxico de la fosfolipasa Ay la lipasa BUS Il sobre los
espermatozoides se reducia al eliminar el plasma seminal a través de una centrifugacion
(Pellicer, 1996). Asi, la eliminacion del plasma seminal mediante la centrifugacion de los
eyaculados inmediatamente después de su extraccién y previamente a la dilucion con
el diluyente de conservacién, provoca un incremento en el porcentaje de
espermatozoides vivos y en la motilidad durante el tiempo de conservacion cuando se

utilizan diluyentes con yema de huevo o leche desnatada (Leboeuf et al, 2000).

Como se ha descrito previamente, tanto los diluyentes para preparar dosis de semen de
caprino refrigeradas como congeladas contienen yema de huevo o leche desnatada. No
obstante, la presencia de plasma seminal no afecta a la fertilidad de las dosis
refrigeradas de caprino preparadas con estos diluyentes siempre que las dosis se
inseminen en un plazo de 12-24 horas tras la extraccion del semen (Leboeuf et al, 2000).
Sin embargo, el plasma seminal es perjudicial en las dosis de semen congelado de esta
especie (Corteel & Baril, 1974) y, por este motivo, el protocolo de congelaciéon de semen
incluye un paso de centrifugacion antes de la adiciéon de los diluyentes de congelacion.
No obstante, ninguno de los protocolos de congelacion descritos en esta especie tiene
una duracién que supere el plazo de 12-24 horas en el que el plasma seminal no afecta

a la fertilidad de las dosis de semen refrigerado.

Es necesario destacar que la eliminacion del plasma seminal acarrea algunos perjuicios,
ya que su eliminacion también implica la eliminacion de algunos de sus factores
beneficiosos que son importantes estabilizadores del metabolismo espermatico como
son la fructosa, el acido citrico y el zinc, asi como los factores decapacitantes,
provocando con ello una capacitacion prematura de los espermatozoides (Cortés
Gallego, 2003).

Debido a la aparente contradiccion entre el protocolo de refrigeracion y congelaciéon en
cuanto al efecto del plasma seminal, esta justificado revisar de nuevo el efecto del
plasma seminal en el protocolo de congelacién, puesto que el protocolo data de los afos
70. Ademas, en el caso de que se confirme el efecto perjudicial del plasma seminal,
todavia falta por determinar en cual de las etapas del proceso previas a la congelacion

se producen esos dafos.
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2. OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del plasma seminal sobre la calidad
espermatica tras el proceso de congelacion y descongelacién en semen de caprino y

determinar en qué etapa del protocolo de congelacion se producen los dafios.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.  Plan de trabajo

El estudio se realizé durante los meses de enero a marzo del afio 2020 en el Centro de
Investigacion y Tecnologia Animal (CITA) del Instituto Valenciano de Investigaciones

Agrarias (IVIA) ubicado en Segorbe (Castellon).

3.2. Materiales

3.2.1. Reactivos de laboratorio

Los productos quimicos empleados para la preparacion de los medios fueron de grado
reactivo (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). Las tinciones fluorescentes empleadas fueron
Mitotracker Deep Red FM (Invitrogen, Barcelona, Espafia) y Yoduro de Propidio (PI),
Hoechst 33342 y aglutinina de cacahuete marcada con isotiocianato de fluoresceina
(FITC-PNA) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana). Se prepararon las siguientes soluciones
madre de las tinciones: Hoechst 33342 (0,1 mg/mL en agua Mili-Q), Yoduro de Propidio
(1 mg/mL en agua Mili-Q), FITC-PNA (1 mg/mL en agua Mili-Q) y Mitotracker Deep Red
FM (1 mM en dimetil sulféxido).

La tincibn Hoechst 33342 penetraba en todas las células y se fijaba al ADN,
diferenciando a los espermatozoides de otros eventos o artefactos de tamafio similar,
era excitada con el laser de color violeta (405 nm) y la tincion presentaba un color violeta
a simple vista. En cuanto a la tincién MitoTracker Deep Red FM, se acumulaba y tefia
todas las mitocondrias indicando su correcta funcionalidad conforme aumentaba la
intensidad de la tincion, era excitada con el laser de color rojo (638 nm) y presentaba un
color rojo a simple vista. Respecto a la tincion de PI, al tratarse de una tincién vital,
penetraba en la célula cuando presentaba la membrana plasmatica dafiada y se unia a
los acidos nucleicos, era excitada con el laser de color azul (488 nm) y la tincion
presentaba un color rojo a simple vista. Por ultimo, la tincion fluorescente FITC-PNA se
unia a residuos (glicosidicos de la membrana acrosomal, marcando aquellos

espermatozoides con acrosomas dafiados o reaccionados, era excitada también con el
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laser de color azul (488 nm) y presentaba un color verde a simple vista (Martinez-Pastor
etal., 2010).

Ademas, se utiliz6 una combinacion de antibioticos a base de gentamicina, tilosina,
lincomicina y espectinomicina (Minitib; Minitube Ibérica SL, Tarragona) recomendada
por la Organizacion Mundial de la Sanidad Animal (OMSA) para el semen de rumiantes
en su Cadigo Sanitario para los Animales Terrestres (2006). Se prepard una solucion
de trabajo mediante la dilucién del contenido del vial (660 mg de espectinomicina, 550
mg de gentamicina, 330 mg de lincomicina y 110 mg de tirosina) en 22 mL de agua Mili-
Q. Posteriormente, se prepararon alicuotas de 0,2 mL en criotubos que fueron
congelados hasta su uso.

3.2.2. Equipos de laboratorio

* Bafo programable: para refrigerar las muestras de semen a una determinada
velocidad. Una vez afiadido el primer diluyente, las dosis de semen se introducian en
el bafio programable donde eran enfriadas desde 20°C a 4°C en 90 minutos a una
velocidad de -0,18 °C/min.

Figura 4. Bafio programable. Fuente:
elaboracion propia.
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* Biocongelador programable: se utilizé para congelar las pajuelas, a velocidades
controladas, con vapores de nitrégeno liquido. Estaba unido a un tanque presurizado
de nitrogeno liquido y conectado a una unidad de control controlada a través de un
ordenador mediante el programa WIN3T, especifico para ese biocongelador. Primero
era atemperado a 4°C para evitar choques térmicos y, posteriormente, se introducian

las pajuelas que eran congeladas de 4°C a -5°C a una velocidad de -4°C/min, de -5°C
a -110°C a una velocidad de -25°C/min y de -110°C a -140°C a una velocidad de -
35°C/min.

Figura 5. Biocongelador programable. Fuente: Figura 6. Biocongelador  programable  en
elaboracién propia. funcionamiento. Fuente: elaboracion propia.

/

L

Figura 7. Biocongelador programable abierto. Figura 8. Vista interior del biocongelador
Fuente: elaboracion propia. programable. Fuente: elaboracién propia.
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* Citometro de flujo: basado en la utilizacién de tres laseres (violeta, rojo y azul),
empleados en el recuento y clasificaciéon de células en funcién del fluorocromo
utilizado en la tincion. La tincién Hoechst 33342 presentaba un color violeta y
penetraba en todas las células, fijandose al ADN, diferenciando a los
espermatozoides de otros eventos o artefactos de tamafio similar; la tincién
MitoTracker Deep Red FM se acumulaba y tefiia todas las mitocondrias indicando su
correcta funcionalidad conforme aumentaba la intensidad de la tincion, presentaba un
color rojo a simple vista; la tincion Pl penetraba en la célula cuando presentaba la
membrana plasmatica dafiada y se unia a los acidos nucleicos, presentaba un color
rojo a simple vista, y la tincién fluorescente FITC-PNA se unia a residuos glicosidicos
de la membrana acrosomal, marcando aquellos espermatozoides con acrosomas

dafiados o reaccionados, presentando un color verde a simple vista.

Figura 9. Citémetro de flujo. Fuente: elaboracién propia.

3.2.3. Diluyentes

Para la determinacién de la concentracion espermatica se realizaron diluciones en suero
fisiologico (Konyali et al., 2013). Para evaluar la calidad del semen fresco vy
descongelado, se empled el diluyente Tris-Citrico-Glucosa (TCG) y el diluyente TCG
suplementado con albumina sérica bovina (3 mg/mL; TCG-BSA). Para la congelacién
del semen se utilizaron dos diluyentes, ambos con base de leche desnatada, uno de
ellos sin crioprotector (SM1) y otro (SM2) con el crioprotector permeable glicerol (72%
de SM1 y 28% de glicerol, volumen:volumen). Ademas, se afiadieron 10 uL de la

combinacion de antibidticos/mL de semen congelado quedando una concentracion final
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de 250 ug de gentamicina, 50 ug de tilosina, 150 ug de lincomicina y 300 pg de

espectinomicina/mL.

La composicién de los diluyentes TCG y SM1 se encuentra resumida en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicién de los diluyentes TCG y SM1, indicando los ingredientes, el peso molecular y la
concentracion de cada ingrediente.

Diluyente Ingrediente Peso Molecular Concentracion g/L
- TRIZMA base «121,2 « 250 mM «+ 30,27 g
- Acido citrico « 192,12 + 83 mM «+15,95¢
anhidro
- D (+) Glucosa . 180,16 « 69 MM « 12439
- Agua Milli-Q — _ «Hasta1lL
- D (+) Glucosa - 180,16 + 69 mM +2g
- Leche desnatada — — « 1L
UHT Central
Lechera
Asturiana
TCG: pH 7 y mOsm 300.
3.2.4. Animales

En este estudio se utilizaron eyaculados de 10 machos cabrios de raza Murciano-
Granadina, de entre 2 y 10 afios de edad, ubicados en las naves de caprino del Centro
de Investigacion y Tecnologia Animal (CITA) en Segorbe (Castellon). Los sementales

estuvieron alojados en corrales comunes, y fueron alimentados con 1 kg de pienso
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concentrado por macho (17% de proteina bruta, 4,5% de aceites y grasas brutas y
11,6% de fibra bruta) por dia y por macho. Ademas, se les suministré agua y paja ad
libitum. También se suplemento la racion con alfalfa.

Tanto el alojamiento como los protocolos utilizados para la extraccién del semen se
realizaron segun la normativa europea para el cuidado y uso de los animales de
experimentacion (RD 53/2013).

3.3. Métodos

3.3.1. Protocolo de extraccion del semen

La extracciéon seminal se realizé mediante vagina artificial atemperada a 40-45°C, segun
el protocolo descrito por Silvestre et al. (2004). Una vez obtenido el eyaculado, se rotuld
el tubo que contenia el eyaculado con los datos del semental y se colocé en bafo
termostatico a 25°C.

El volumen del semen se estimd mediante pesaje. Se diluyd la muestra seminal obtenida
(1:400; wv:v) con la solucion de cloruro sédico (NaCl) al 0,9% para calcular la
concentracion mediante un fotobmetro que determinaba la concentracién espermatica
por la absorbancia que ofrecia la suspension de espermatozoides, y calibrado para el

semen de caprino (Accucell, IMV, Humeco, Huesca, Espana).

3.3.2. Protocolo de congelacion y descongelacion del semen

Para preparar las dosis de semen congeladas, a las muestras de semen obtenidas se
les afiadio 1 mL de TCG-BSA (3 mg/mL) y se completd hasta un volumen total de 10
mL con TCG. Para eliminar el plasma seminal en aquellas muestras en las que fue
necesario, se centrifugd el semen a 500 G durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Una vez finalizada la primera centrifugacion, se eliminé el sobrenadante a través de un
sistema de vacio utilizando una pipeta Pasteur de vidrio para cada macho y nuevamente
el pellet que contenia los espermatozoides fue resuspendido siguiendo el protocolo
previamente descrito. A continuacion, se realizé una segunda centrifugacion a 500 G
durante 15 minutos a temperatura ambiente y, al finalizar, se elimin6 de nuevo el

sobrenadante. Se resuspendio el pellet en el sobrenadante remanente y de nuevo se
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determinaron el volumen y la concentracion segun los protocolos descritos

anteriormente.

Las muestras de semen se diluyeron hasta una concentracion de 667 millones de
espermatozoides/mL con SM1 atemperado a temperatura ambiente. De cada uno de
los eyaculados diluidos se tomo una alicuota de 40 L para analizar la calidad del semen

en fresco.

Para la refrigeracion de las muestras se utilizd un bafio de agua programable (Julabo
GmbH, Seelbach, Alemania). Las dosis fueron enfriadas desde 20°C a 4 °C en 90
minutos a una velocidad de -0,18 °C/min. Una vez transcurridos los 90 minutos, los tubos
con el semen se colocaron en la camara refrigerada a 4°C para continuar con el
protocolo de congelacién. A esta temperatura se afiadieron los antibiéticos (10 yL/mL)
y el SM2 (dilucién 3:1; volumen:volumen), ambos atemperados a 4°C, para evitar
provocar choques térmicos en los espermatozoides. Ademas, para evitar provocar
choques osmoticos, la cantidad total de SM2 a afadir se dividid en 3 alicuotas que
fueron afadidas cada 10 minutos. Después de anadir la totalidad del SM2 se procediod
al equilibrado de las muestras con el crioprotector durante 1,5 horas a 4°C. La
concentracion final de glicerol y de espermatozoides fueron de 7% y 500 millones de

espermatozoides/mL, respectivamente.

Trascurridos los 15 minutos de la adicién del total del SM2, el semen fue envasado, en
la camara refrigerada a 4°C, en pajuelas de 0,25 mL (IMV, Humeco, Huesca, Espafia)
que fueron selladas con polivinil alcohol (PVA, Humeco, Huesca, Espafna) (Figura 10).
Las pajuelas fueron sumergidas por el extremo de la PVA en agua a 4°C para facilitar
la polimerizacion de la PVA y el sellado de las pajuelas (Figura 11). Posteriormente, las
pajuelas se secaron y colocaron en una gradilla de congelacion y esta se introdujo en
una caja de porexpan con acumuladores de hielo a 4°C, hasta que se completo el tiempo

de equilibrado a 4°C en el interior de la camara refrigerada.
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Figura 11. Sellado de
las pajuelas con PVA
en agua. Fuente:
elaboracion propia.

Figura 10. Sellado de
las pajuelas con PVA.
Fuente:  elaboracién
propia.

La congelacion de las pajuelas se realizé6 mediante un biocongelador programable Mini-
Digitcool (IMV, Humeco, Huesco, Espafa) unido a un tanque presurizado de nitrégeno
liquido y conectado a una unidad de control controlada a través de un ordenador
mediante el programa WIN3T, especifico para ese biocongelador (IMV, Humeco,
Huesca, Espafa). Para evitar choques térmicos, el arcon de congelacion fue
atemperado a 4°C previamente a la colocacion de las pajuelas. A continuacion se
introdujeron las pajuelas en el biocongelador y fueron congeladas segun el siguiente
protocolo (Purdy, 2006): de 4 a -5°C a una velocidad de -4°C/min, de -5°C a -110°C a
una velocidad de -25°C/min y de -110°C a -140°C a una velocidad de -35°C/min (Figura
12). Cuando terminé la congelacion, se sacaron las pajuelas del biocongelador y se
sumergieron rapidamente en nitrogeno liquido. Seguidamente se clasificaron en
gobelets ordenando las pajuelas por macho y, por ultimo, esos gobelets con pajuelas

en su interior se introdujeron en el tanque de cuarentena para su almacenamiento.

Para la descongelacion, las pajuelas fueron sumergidas en bafio de agua a 37°C
durante 30 segundos.
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Figura 12. Muestra de la curva de congelacién utilizada para la
congelacion del semen caprino en un biocongelador programable.
Fuente: elaboracion propia.

3.3.3. Analisis de la calidad seminal in vitro

Para evaluar la calidad del semen se realizaron analisis de motilidad, de integridad de
membranas plasmatica y acrosémica y de funcionalidad de mitocondrias de los
espermatozoides tanto en semen fresco como en semen descongelado. Se siguieron

los protocolos descritos por Konyali et al. (2013) y por Ortiz-Rodriguez et al. (2017), con
ligeras modificaciones.

Todas las diluciones y manipulacion de las muestras se realizaron a temperatura
ambiente (22-25°C). Una vez descongeladas las muestras de semen, el contenido de
cada una de las pajuelas se deposité en un eppendorf para evaluar la calidad in vitro de
las dosis. Seguidamente, se tomé un alicuota de 100 pL del semen descongelado y se
le anadieron un total de 300 uL de TCG divididos en tres pasos (100 pL cada vez) para
paliar los choques osmoticos. La concentracion ahora fue de 125 millones de
espermatozoides/mL. A continuacion, tanto las muestras de semen fresco como
descongelado se diluyeron hasta una concentracion de 30 millones de
espermatozoides/mL con TCG en las muestras de semen fresco y descongelado. A
partir de esta muestra se realizaron el resto de diluciones para realizar los analisis de

movilidad y de citometria de flujo.
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3.3.3.1. Motilidad

La concentracién para el analisis de motilidad se ajusté a 6 millones de
espermatozoides/mL con TCG-BSA, transfiriendo 100 pyL de la muestra a 30 millones
de espermatozoides/mL a un eppendorf con 400 uL de TCG-BSA. Estas muestras se

incubaron a 37°C, durante 10 minutos, antes de realizar los analisis de motilidad.

La motilidad de cada eyaculado se analiz6 a través del sistema CASA (Computer
Assisted Sperm Analysis; ISAS version 1.0.17, Proiser, Valencia, Espafa) operando a
30 video frames por segundo (30 Hz), con ajustes de area de particula desde 15 hasta
70 uym, y radio de busqueda de 12 um. Los espermatozoides se clasificaron como
inmoviles si su velocidad media (average path velocity; VAP) era inferior a 10 pm/sec y
se clasificaron como moviles progresivos si presentaban VAP>75 um/sec y un indice de
rectitud (straightness index; STR) 280% (Figura 13).

IV Ver recarrido

Velocidades
~

¥~ Lentos
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Figura 13. Clasificacion de los espermatozoides en estaticos, lentos, medios y rapidos,
segun su velocidad media (VAP). Fuente: elaboracion propia.

Los analisis de movilidad se realizaron a 37°C utilizando un objetivo 10x con contraste
de fases negativo en un microscopio Nikon Eclipse 90i (Nikon Corporation Instruments
Company; IZASA, Barcelona, Espafia) conectado al ordenador a través de una camara
de video monocromatica Basler A312f (Basler Visién Technologies, Proiser, Paterna,
Valencia, Espafa). Transcurridos los 10 minutos de incubacién a 37°C, se tomaron 10
ML de la muestra y se depositaron en una camara Spermtrack (ISAS, Proiser, Valencia,
Espana) atemperada a 37°C en las placas calefactadas y se tomaron los datos de un

minimo de 200 espermatozoides en tres o cuatro campos distintos.
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Finalmente, se analizaron las trayectorias de los espermatozoides para eliminar posibles

confusiones con particulas no espermaticas y trayectorias erroneamente analizadas.

El sistema proporcioné informacién sobre los espermatozoides méviles totales (MT, %)
y espermatozoides moviles progresivos (MP, %). Asi como la velocidad curvilinea (VCL,
pm/s), velocidad lineal (VSL, um/s), velocidad media del trayecto (VAP, um/s), indice de
linealidad (LIN, %), indice de rectitud (STR, %), indice de oscilacion (WOB, %), amplitud
del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, um) y la frecuencia de batido (BCF, Hz)

sobre la poblacion de mdviles y sobre el total (mdviles e inmoviles).

3.3.3.2. Citometria de flujo

Para el analisis mediante citometria de flujo se transfirieron 100 pL de la dilucion a 30
millones de espermatozoides/mL a dos tubos distintos. Uno de los tubos se utilizé para
la evaluacion simultanea de la integridad de las membranas plasmatica y acrosémica, y

el otro tubo para evaluar la funcionalidad de las mitocondrias.

Se prepararon varias soluciones de trabajo de las tinciones. En una de ellas se
mezclaron, por cada muestra a analizar, 5 yL de Hoechst 33342 de la solucién madre y
25 pL de TCG (tincion H). En otra se mezclaron, por cada muestra a analizar, 5 pyL de
Hoechst 33342, 0,05 pL de Mitotracker Deep Red FM de las soluciones madre y 25 uL
de TCG (tincién HM). Por ultimo, se preparé una solucién de trabajo mezclando 25 uL
de TCGy 0,5 uL de PI, y 0,5 pL de las soluciones madre en 25 pL de TCG (tincion PI-

PNA), por cada muestra a analizar.

En el tubo utilizado para evaluar la integridad de las membranas plasmatica y
acrosomica, se afiadieron 30 pL de la tincion H a cada una de las muestras y se
incubaron en oscuridad durante 20 minutos a temperatura ambiente. Trascurrida esta
primera incubacién, se afadieron 26 pL de la tincién PI-PNA, incubando durante 10
minutos adicionales en las mismas condiciones previamente indicadas. Trascurridos 10
minutos de la incubacion de los tubos utilizados para evaluar la integridad de las
membranas plasmatica y acrosémica, se comenzaron a procesar los tubos para evaluar
la funcionalidad de las mitocondrias. En este caso, se afiadieron a cada muestra 30 puL
de la tincion HM y se incubaron en oscuridad durante 30 minutos a temperatura

ambiente.
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Tras la incubacion, las muestras se diluyeron con 400 yL de TCG y se analizaron en un
citometro de flujo CytoFLEX S (Beckman Coulter life sciences, L'Hospitalet de
Llobregat, Barcelona, Espana) equipado con tres laseres (laser azul de 488 nm a 50-
mW; laser rojo diodo de 638 nm a 50-mW y laser violeta de 405 nm a 80-mW), y un
software CytExpert (Beckham Coulter life sciences, L'Hospitalet de Llobregat,
Barcelona, Espafa). El citbmetro se calibr6 a diario con esferas de calibracion
proporcionadas por el fabricante (CytoFLEX Daily QC Fluorospheres; Beckman Coulter
life sciences, L'Hospitalet de Llobregat, Barcelona, Espafia) para verificar el correcto

funcionamiento de alineamiento 6ptico y del sistema de fluidos.

En los tubos para evaluar la integridad de las membranas plasmatica y acrosémica, la
fluorescencia emitida por el Hoechst 33342 se detecté mediante el laser violeta
utilizando un fotodiodo de avalancha (APD) de 450/45 nm. Tanto el Pl como el FITC-
PNA fueron excitados mediante el laser azul. La fluorescencia roja emitida por el Pl se
detectd6 mediante un APD de 690/50 nm vy la fluorescencia verde emitida por el FITC-
PNA se detectdé mediante un APD de 525/40 nm. La compensacion utilizada entre los
filtros PI-FITC PNA fue del 0,93%. Se analizaron 50.000 eventos por muestra. Se realizé
una primera seleccién de espermatozoides mediante los detectores de dispersion lateral
(Side Scatter, SSD-A) y frontal (FSC-A) de la luz. A continuacion, se realizé una segunda
seleccién considerando solo aquellos eventos que se presentasen de forma individual,
mediante los parametros SSD-A y altura de SSD (SSD-H). Esta poblacion fue a
continuacion evaluada en el filtro del Hoechst 33342 para seleccionar la poblacién de
espermatozoides; usando este protocolo, todas las células se tifien con Hoechst 33342,
lo que permite distinguir a las células de los eventos que no contienen ADN (Hoechst
negativas) pero que presentan un tamafio similar al de los espermatozoides. Se hizo
una nueva seleccion en este filtro de los eventos Hoechst positivos (poblacién de
espermatozoides), que fue finalmente evaluada en los otros dos filtros (Pl y FITC-PNA).
Con estos filtros, sélo los espermatozoides con la membrana plasmatica dafada se
tinen con Pl y solo los espermatozoides con el acrosoma dafiado se tifien con FITC-
PNA. Por lo tanto, se pueden distinguir cuatro poblaciones: espermatozoides con
membrana plasmatica y acrosoma intactos (PI-/FITC-PNA-; VAI), espermatozoides con
membrana plasmatica intacta y acrosoma danado (PI-/FITC-PNA+; VAR),
espermatozoides con membrana plasmatica dafada y acrosoma intacto (PI+/FITC-
PNA-; MAI) y espermatozoides con membrana plasmatica dafada y acrosoma dafiado
(PI+/FITC-PNA+; MAR). En los resultados se consideraron el porcentaje de

espermatozoides con membrana plasmatica intacta (PI- y FITC-PNA- 6 +; vivos), el
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porcentaje de espermatozoides con membrana plasmatica y acrosoma intactos (PI-
IFITC-PNA-; VAI) y el porcentaje de espermatozoides con acrosoma dafado (MAR +
VAR). El porcentaje de cada una de estas poblaciones se calculdé sobre el total de
espermatozoides (Total= VAI+VAR+DAI+DAR): vivos (calculado como (VAI +
VAR)/Total x 100; Vivos, %), VAI (VAI/Total x 100; VAI%) y espermatozoides con
acrosoma dafiado ((MAR + VAR)/Total x 100; AR (%)).

En los tubos utilizados para evaluar la funcionalidad de las mitocondrias, la fluorescencia
del Hoechst 33342 se detecté de forma similar a la ya descrita. La fluorescencia del
Mitotracker Deep Red FM se detectd mediante el laser rojo utilizando un fotodiodo de
avalancha (APD) de 660/20 nm. Se analizaron 50.000 eventos por muestra. La
seleccion de las poblaciones de espermatozoides se realizdé de la forma previamente
descrita. En este caso, el porcentaje de espermatozoides con membrana plasmatica
danada se realizé mediante la tincion Hoechst 33342 en funcion de la intensidad de la
tincion: los espermatozoides con membrana dafiada presentaron una mayor intensidad
de tincion, desplazandose el pico de tincion hacia la derecha en la grafica, y los que
tenian la membrana intacta presentaron menor intensidad de tincion, situandose el pico
de tincién a la izquierda de la grafica. En el caso de las mitocondrias, las mitocondrias
con menor funcionalidad presentaron una menor intensidad de tinciéon para el
fluorocromo Mitotracker Deep Red, situandose el pico de tincién a la izquierda de la
grafica, y en las que tenian mayor funcionalidad la tincion se acumulaba en el interior
de las mitocondrias y por ello la fluorescencia era mas intensa, por lo que el pico de
intensidad de tincién se situaba hacia la derecha de la grafica. Por lo tanto, se pudieron
distinguir cuatro poblaciones: espermatozoides con membrana plasmatica intacta y
mitocondrias con alta funcionalidad (baja fluorescencia de Hoechst y alta fluorescencia
de Mitotracker; VMA), espermatozoides con membrana plasmatica intacta y
mitocondrias con baja funcionalidad (baja fluorescencia de Hoechst y baja fluorescencia
de Mitotracker; VMB), espermatozoides con membrana plasmatica dafada y
mitocondrias con baja funcionalidad (alta fluorescencia de Hoechst y baja fluorescencia
de Mitotracker; MMB) y espermatozoides con membrana plasmatica dafiada y
mitocondrias con alta funcionalidad (alta fluorescencia de Hoechst y alta fluorescencia
de Mitotracker; MMA). En los resultados se consideraron las cuatro poblaciones,
calculando el porcentaje de cada una de ellas sobre el total de espermatozoides (Total=
VMB+VMM+MMB+MMM): VMB (VMB/Total x 100; %), VMM (VMM/Total x 100;%),
MMB (MMB/Total x 100;%) y MMM (MMM/Total x 100;%) (Figura 14).

32



Rosario Martin Montalban

o00000000000000000 | F

Figura 14. Percepcion grafica del porcentaje de espermatozoides vivos y
muertos con mitocondrias funcionales y no funcionales. Fuente: elaboracion
propia.

3.3.4. Disefio experimental

3.3.4.1. Experimento 1. Efecto del plasma seminal sobre la calidad

in vitro de los espermatozoides de caprino tras la descongelacion

En el primer experimento se compar6 la calidad in vitro de los espermatozoides de
caprino tras la descongelacion de las dosis congeladas sin y con plasma seminal. Para
ello, se extrajeron 20 eyaculados de 10 machos de raza Murciano-Granadina. Tras la
extraccién seminal, se realizdé una primera seleccion de los eyaculados basada en
criterios macroscopicos, observando el color y la opacidad de los eyaculados,
descartandose los eyaculados que presentaban coloraciones andmalas o muy
transparentes. Se determinaron el volumen y la concentracion de los eyaculados que
cumplieron los criterios de calidad macroscopica y, seguidamente, cada eyaculado fue
dividido en dos partes: una parte fue centrifugada para eliminar el plasma seminal segun
el protocolo de congelacién descrito previamente y la otra parte fue procesada con
plasma seminal, omitiendo el paso de centrifugacion. A continuacién, cada muestra se
diluyé con el SM1, y se tom6 un alicuota para evaluar la calidad in vitro del semen fresco.
Nuevamente, se realizd un criterio de seleccién de los eyaculados a congelar,
descartando todos aquellos que no presentaban, al menos, un 50% de espermatozoides
moviles totales. En el resto de eyaculados se continud con el protocolo de congelacion

descrito previamente.
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Después de la descongelacion, se realizé un test funcional de resistencia térmica. Para
ello, se incubaron las muestras diluidas a 30 millones de espermatozoides/mL a 37°C
durante 180 minutos y se evalué la calidad seminal a tres tiempos durante la incubacion
(10 minutos, 90 minutos y 180 minutos).

Para tener suficiente cantidad de muestra para el test de resistencia térmica, se
prepararon 1,5 mL de semen descongelado diluido a 30 millones de
espermatozoides/mL. Para ello, se tomé una alicuota de 360 pL de las muestras diluidas
a una concentracion de 125 millones de espermatozoides/mL y se diluyé con 1140 pL
de TCG. Esta muestra fue incubada a 37°C y se fueron extrayendo 300 uL de la misma
en cada uno de los tiempos de analisis; 100 uL fueron usados para evaluar la movilidad
y 200 pL para realizar los analisis mediante citometria de flujo. Para evaluar la calidad

del semen, se siguieron los protocolos descritos anteriormente.

3.3.4.2. Experimento 2. Efecto del plasma seminal sobre la calidad
in vitro de los espermatozoides de caprino en las distintas etapas del
protocolo previas a la congelacion

Debido al resultado del experimento anterior, en este experimento se estudid cémo
afecta el plasma seminal a la calidad de los espermatozoides de caprino en cada una
de las etapas de las que consta el protocolo previas a la congelacién propiamente dicha:
después de anadir el primer diluyente (SM1), después de refrigerar las muestras a 4°C,
tras anadir el SM2 y, por ultimo, después del equilibrado de las muestras. Hasta el
momento de decretarse el estado de alarma debido a la enfermedad COVID19 y la
paralizacion de todas las actividades académicas, se extrajeron 3 eyaculados de 2
machos de raza Murciano-Granadina. Tras la extraccion seminal, cada eyaculado que
supero los criterios de seleccidon macroscopicos fue dividido en dos mitades: una parte
fue centrifugada para eliminar el plasma seminal segun el protocolo descrito
previamente y la otra parte fue procesada con plasma seminal, omitiendo el paso de
centrifugacion. Al igual que en el experimento 1, se seleccionaron los eyaculados que
presentaban, al menos, un 50% de espermatozoides moviles totales después de la
dilucién con el SM1, siendo procesados segun el protocolo descrito previamente.

En cada etapa descrita anteriormente, se tomé una alicuota de 40 pyL de cada una de
las muestras para evaluar su calidad mediante los analisis de motilidad y citometria de

flujo descritos anteriormente. En las muestras tomadas después de afiadir el SM2 y
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después del equilibrado (en ambas hay glicerol), se realizé una primera dilucién hasta
125 millones de espermatozoides/mL siguiendo el protocolo descrito previamente para

las muestras descongeladas.

3.3.5. Analisis estadistico

En el experimento 1, los analisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico
SAS (Clark & SAS Institute, 2004). Los datos de calidad in vitro de las muestras
refrigeradas frescas y descongeladas se analizaron por separado mediante un modelo
mixto donde se incluyé el eyaculado anidado a macho como efecto aleatorio. En el caso
del semen fresco, el plasma seminal fue incluido como efecto fijo, con 2 niveles: con
plasma seminal y sin plasma seminal. Para el analisis estadistico de los datos del semen
descongelado, ademas del plasma se incluyé como efecto fijo el tiempo de incubacion,
con tres niveles: 10, 90 y 180 minutos y la interaccion entre estos dos factores (plasma
x tiempo). El ajuste de Tukey-Kramer se utilizé6 para evaluar las diferencias de las
medias minimo cuadraticas a un error fijado al 5% y los resultados se presentan como

medias minimo cuadraticas (LSM)  error estandar (SE).

En el experimento 2, debido al pequefio tamafo muestral, en la tabla solo se muestra

la media no corregida de los datos.

35



4. RESULTADOS

Rosario Martin Montalban

a. Experimento 1. Efecto del plasma seminal sobre la calidad in vitro de los

espermatozoides de caprino tras la descongelacion.

En el primer experimento se compar6 la calidad in vitro de los espermatozoides de

caprino tras la descongelacion de las dosis congeladas sin y con plasma seminal. Para

ello, se extrajeron 20 eyaculados de 10 machos de raza Murciano-Granadina. Tras la

extraccién seminal, se descartaron los eyaculados que no alcanzaron los criterios de

calidad minimos, descartdndose 2 eyaculados por criterios macroscépicos y 5

eyaculados por criterios microscopicos del semen fresco, ya que presentaban un

porcentaje de espermatozoides moviles totales inferior a 50%. Finalmente, se utilizaron

13 eyaculados de 7 machos de raza Murciano-Granadina.

Los datos obtenidos de la calidad del semen fresco de las muestras procesadas con y

sin plasma seminal se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Calidad del semen fresco de caprino (n = 13 eyaculados) procesado con y sin plasma seminal.

PLASMA SEMINAL

CON SIN
MT (%) 741 +32 78,4 +32
MP(%) 59,5 + 4,0 66,1 +4,0

VCL (um/s) 117,0+ 5,4 116,7+ 5,4
VSL (um/s) 95,6 + 6,1 93,5+ 6,1

] VAP (um/s) 105,7 + 6,1 102,4 + 6,1
POBLACION DE | LIN (%) 791+26 789+26
MOVILES STR (%) 871+17 89,1+17
WOB (%) 88,7 +1,7 86,9+ 1,7

ALH (um) 2,1+0,1 2,3+0,1

BCF (Hz) 10,6 + 0,3° 11,3+ 0,3°
VCLroraL (UM/s) 86,1 +4,9 91,1+4,9
VSLtotaL (um/s) 70,4 £ 5,1 73,0+5,1
] VAProtaL (UM/s) 77,8 £ 5,1 79,8 £ 5,1
POBLACION LINtotaL (%) 58,8 + 3,4 61,9 +3,4
TOTAL STRroraL (%) 64,8 +3,3 69,9 +3,3
WOBtortaL (%) 65,8 +3,2 68,1 +3,2
ALHrotaL (pm) 1,5+0,12 1,810,1b
BCFrotaL (HZ) 7,8 £0,4° 8,9+ 0,4b
PI- FITC PNA- | VIVOS (%) 64,2 + 3,0 65,0 £ 3,0
HOECHST VAI (%) 64,1 +3,0 64,8 + 3,0
AR (%) 11,3+1,9 12,8+ 1,9
VMB (%) 64,0 + 3,1 66,8 + 3,1

VMM (%) 23+0,5 27+05
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MITOTRACKER- | MMB (%) 91+25 6,3+25
HOECHST MMM (%) 245+3,5 242 +3,5

Los resultados se presentan como medias minimo cuadraticas + error estandar (LSM * SE).

MT: moviles totales; MP: mdviles progresivos; VCL: velocidad curvilinea; VSL: velocidad lineal; VAP:
velocidad media del trayecto; LIN: indice de linealidad; STR: indice de rectitud; WOB: indice de
oscilacion; ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: frecuencia de batido del flagelo;
VIVOS: espermatozoides vivos independientemente de que tengan el acrosoma reaccionado o no; VAI:
espermatozoides vivos con el acrosoma intacto; AR: espermatozoides vivos y muertos con el acrosoma
dafado; VMB: espermatozoides vivos con mitocondrias activas; VMM: espermatozoides vivos con
mitocondrias con baja actividad; MMB: espermatozoides muertos con mitocondrias activas; MMM:
espermatozoides muertos con mitocondrias inactivas.

a.b: Valores con distintos superindices indican diferencias entre el tratamiento con plasma y sin plasma
(P <0,05).

En semen fresco (Tabla 2), se observaron diferencias significativas (P < 0,05) entre las
muestras procesadas con o sin plasma seminal en la variable de la poblacion de méviles
BCF (10,6 £ 0,3 vs. 11,3 £ 0,3 Hz), presentando mayor frecuencia de batido del flagelo
las muestras procesadas sin plasma seminal. De igual manera, al estudiar las variables
de motilidad sobre la poblacion total que incluye tanto los méviles como los inmoviles,
las muestras procesadas sin plasma seminal presentaron mayores valores (P < 0,05)
de ALHrotaL (1,8 £ 0,1 um) y BCFrora. (8,9 £ 0,4 Hz) que las muestras procesadas con
plasma seminal (1,5 £ 0,1 um y 7,8 + 0,4 Hz). Para el resto de variables, el plasma

seminal no tuvo efecto.

Por otra parte, tras la descongelacion, se realizé un test funcional de resistencia térmica
evaluando la evolucion de la calidad seminal de las muestras descongeladas a tres

tiempos (10 minutos, 90 minutos y 180 minutos) durante la incubacién a 37°C.

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos en el analisis de la calidad del semen

descongelado para los dos factores fijos (plasma seminal y tiempo).

Tabla 3. Calidad de los eyaculados de caprino (n = 13 eyaculados) congelados con y sin plasma seminal
tras la incubacion a 37°C durante 180 minutos después de la descongelacion (analisis efectuados a 10,
90 y 180 minutos de incubacion).

PLASMA TIEMPO (min)
SEMINAL
CON SIN 10 90 180
MT(%) |127+ |312+ |166+ |205+ |188+%
3,8° 3,8° 4.1 4.1 4.1
MP(%) |81+ |203+ |190+ |128+ |108z%
2,7° 2,7° 2,9 2,9 2,9
VCL 80,3+ |895+ |984+ |838+ |726+
(um/s) | 6,2 6,2° 6,6° 6,6 6,6°
VSL 532+ |557+7|704+ |508+ |422%
(um/s) | 4,8 5,2° 5,22 5,22
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VAP 608+ |64,7+ |805+ 589+ |[488+
] (um/s) 5,2 5,2 5,5° 5,5° 5,52
POBLACION DE | LIN (%) 60,3+ |609+ |675+ 58,3 + 56,0 +
MOVILES 3,1 3,1 3,5° 3,52 3,52
STR (%) | 786+ [823+ |802% 81,6 + 79,6 +
2,6 2,6 3,1 3,1 3,1
WOB (%) [ 701+ |717+ |779% 68,9 + 65,8 +
2,8 2,8 3,3° 3,32 3,32
ALH (um) | 2,2, + 2,6+ 2,3+ 25+ 2,3+
0,12 0,1° 0,2 0,2 0,2
BCF(Hz) [ 10,3+ [115+ |102% 11,9 + 10,5 +
0,6 0,6 0,72 0,7° 0,7
VCLtora. | 10,7 £ 30,3 + 28,0 + 18,1 154 +
(um/s) 3,92 3,9° 4,2° 4,28 4,28
VSLtota | 7,1 % 19,1 + 20,1+ 10,7 8,6 +
(um/s) 2,72 2,7° 3,0° 3,02 3,02
VAProtaL | 8,2+ 222+ |230+ 12,5 + 10,1 +
(um/s) 3,12 3,1° 3,3° 3,32 3,32
) LINtota. | 8,1 19,3+ |18,8+ 11,8 + 10,4 +
POBLACION | (%) 2,62 2,6° 2,3 2,32 2,32
TOTAL STRrota. | 10,7+ |[257+ [223+ [168+ |[153+%
(%) 3,32 3,3° 3,5 3,5 3,5
WOBTotaL | 9,4 226+ [216+ 14,0 + 12,4 +
(%) 3,02 3,0° 3,2° 3,22 3,22
ALHtora. | 0,3 % 0,8+ 0,6 + 0,5+ 0,5+
(um) 0,12 0,1° 0,1 0,1 0,1
BCFrotaL | 1,4 % 3,7+ 29+ 25+ 22+
(Hz) 0,42 0,4° 0,5 0,5 0,5
VIVOS 162+ [371+ |262+ 27,6 + 26,2 +
Pl- FITC PNA- | (%) 4,22 4,2° 4.4 4.4 4.4
HOECHST VAI (%) 16,0+ [36,9+ |26,0+ 27,3 25,9 +
4,28 4,2° 4.4 4.4 4.4
AR (%) 562+ |[226+ |376+ |405+ 401+
4,7° 4,72 4,8 4,8 4,8
VMB (%) | 12,3+ |350+ |257% 247 + 20,6 +
3,92 3,9° 4,1 4,1 4,1
VMM (%) | 4,4 6,7 £ 3,4+ 5,6+ 76+
MITOTRACKER- 1,22 1,2° 1,32 1,3 1,3P
HOECHST MMB (%) | 11,6+ |62+ 15,7 + 57+ 52+
4.4 4.4 4,7° 4,72 4,72
MMM (%) | 711+ [521+ |551% 64,0 + 66,5 +
5,4° 5,42 5,9 5,9 5,9

Los resultados se presentan como medias minimo cuadraticas + error estandar (LSM * SE).

MT: moviles totales; MP: mdviles progresivos; VCL: velocidad curvilinea; VSL: velocidad lineal; VAP:
velocidad media del trayecto; LIN: indice de linealidad; STR: indice de rectitud; WOB: indice de
oscilacion; ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: frecuencia de batido del flagelo;
VIVOS: espermatozoides vivos independientemente de que tengan el acrosoma reaccionado o no; VAI:
espermatozoides vivos con el acrosoma intacto; AR: espermatozoides vivos y muertos con el acrosoma
dafiado; VMB: espermatozoides vivos con mitocondrias activas; VMM: espermatozoides vivos con
mitocondrias con baja actividad; MMB: espermatozoides muertos con mitocondrias activas; MMM:
espermatozoides muertos con mitocondrias inactivas.

a b, ab - Valores con distintos superindices indican diferencias entre el tratamiento con plasma y sin
plasma y diferencias entre los distintos tiempos durante la incubacion (P < 0,05).
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Después de la descongelacion, las Unicas variables en las que no se observo un efecto
significativo (P > 0.05) del plasma seminal son algunas de las variables de movilidad
cuando se considera sélo a la poblacion de moéviles (VSL, VAP, LIN, STRy WOB). En
los valores de citometria de flujo, Unicamente es similar el porcentaje de
espermatozoides con membrana plasmatica dafiada y mitocondrias funcionales en
ambos tratamientos (11,6 £ 4,4 y 6,2 + 4,4 en las muestras congeladas con y sin plasma

seminal, respectivamente).

Para el resto de variables analizadas se observé un efecto perjudicial del plasma
seminal (P < 0.05). Asi, las muestras congeladas sin plasma seminal presentaron mas
del doble de espermatozoides moviles totales y méviles progresivos, espermatozoides
con membrana plasmatica intacta y espermatozoides con membranas plasmaticas y
acrosomal intactas que las muestras congeladas con plasma seminal. Ademas, el
porcentaje de espermatozoides con membrana plasmatica intacta y mitocondrias
funcionales fue casi el triple en las muestras procesadas sin plasma seminal que en las
procesadas con plasma seminal. Por otra parte, las muestras congeladas con plasma
seminal presentaron un elevado porcentaje de espermatozoides con el acrosoma
reaccionado, casi el doble que las muestras congeladas sin plasma seminal. En cuanto
a los parametros de motilidad obtenidos al considerar la poblacion total (moéviles e
inmoviles), se observaron siempre valores mas bajos en las muestras congeladas con
plasma seminal. Esta observaciébn es logica, considerando que estas muestras

presentaron una menor poblacion de espermatozoides méviles.

Respecto al factor tiempo de incubacion, no existieron diferencias significativas entre
los tiempos de incubacion para las variables de MT y de velocidad STR, ALH, STRroraL,
ALHroraL y BCFrotaL. Para el resto de variables se observaron diferencias significativas
entre tiempos de incubacién (P < 0.05), disminuyendo los valores conforme avanza la
incubacion, a excepcion de la variable BCF (Hz) que aumentd ligeramente conforme
avanzaba el tiempo de incubacion. En cuanto a los resultados obtenidos a través de
citometria de flujo, existieron diferencias significativas en las variables VMM (%) y MMB
(%) aumentando y disminuyendo, respectivamente, conforme avanzaba el tiempo de
incubacion. En el resto de resultados de citometria no tuvo efecto el tiempo de

incubacion.
La interaccion entre los factores plasma seminal y tiempo de incubacién no fue

significativa, es decir, ambos tratamientos (con y sin plasma seminal) se comportaron

de forma similar, disminuyendo en ambos casos la calidad del semen descongelado

39



Rosario Martin Montalban

conforme avanzaba la incubacién después de la descongelacién. Los resultados

desglosados por tratamiento y tiempo se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Evolucion de la calidad del semen de caprino (n = 13 eyaculados) congelado con y sin plasma
seminal en incubacién a 37°C después de la descongelacion durante 180 minutos (interaccion plasma
seminal x tiempo de incubacioén).

CON PLASMA SEMINAL SIN PLASMA
SEMINAL

10 90 180 | 10 | 90 | [80
MT (%) 155+ |12,8+ |98z |37,7 | 281 |278
4,7 4,7 47 | 247 |+47 |+47
MP(%) 111+ |81+35|51%|268 |174 | 165
3,5 35 |+35 |+35|+35
VCL 931+ |80,1t |67,8 |1036|874 |774
(um/s) 7,6 7.6 +76 |+76 |+76 |76
, VSL 67,1+t |506% |420 |738 |51,0 |423
POBLACION DE | (um/s) 6,1 6,1 +6,1|+6,1 |+6,1 | 6,1
MOVILES VAP 766+ |57,9+ |47.8 |844 |598 |499
(um/s) 6,4 6,4 +64 |+64 |+64 |+64
LIN(%) |649+ |591+ |568 |70,1 |57,5 |552
4,7 4,7 +47 | £47 |47 | +47
STR(%) |768+ |814% |77,7 |836 |81,8 |815
4,4 4,4 +44 |+44 |+44 |+44
WOB (%) | 750+ |694+ |659 |80,8 |645 |658
4,4 4,4 +44 |+44 |+44 | +44

ALH (um) [ 21+0,2|23+02 |21+ |25+ |27+ |26+
0,2 0,2 0,2 0,2
BCF(Hz) [ 94+08 | 11,7+ 99+ 110 (122 | 11,2

0,8 0,8 +0,8 |+0,8 | £0,8
VCLrotaL | 14,9 % 98+50 |74+ (412 |26,3|234
(um/s) 5,0 5,0 +50 |50 | +5,0
VSLrota. | 10,9 £ 6,3+36 4,2+ (293 (151 | 129
] (um/s) 3,6 3,6 +36 |+36 |+3,6
POBLACION VAPtoraL | 12,4 £ 71+40 |50+ 336 |17,8 | 15,2
TOTAL (um/s) 4.0 4.0 +40 |+£4,0|+4,0
LINToTaL 11,3 % 7,733 |54+ 263 |16,0 | 154
(%) 3,3 3,3 +33 |+33|+33
STRrotaL | 13,2 % 10,6 + 79+ 314 | 23,0 | 22,8
(%) 41 41 41 +41 |+41 |+41
WOBroraL | 12,8 £ 89+37 |65+ 305 (19,1 | 184
(%) 3,7 3,7 +3,7 |+3,7 | £3,7
ALHrota. [0,3+0,110,3+0,1/0,2+|09% |08+ |0,7%
(um) 0,1 0,1 0,1 0,1
BCFrota. | 16+06|15+06 |11+ |41+ |36+ |33%
(Hz) 0,6 0,6 0,6 0,6
Pl- FITC PNA- VIVOS 16,2 + 16,8 + 15,6 | 36,1 | 38,3 | 36,8
HOECHST (%) 4.8 4.8 +48 |+48 |+48 | +4,8
VAI (%) 16,0 + 16,6 + 15,4 | 36,1 | 38,1 | 36,5
4.8 4.8 +48 |+48 |+48 | +4,8
AR (%) 52,6 + 58,7 + 57,3 [ 225 |222 |23,0
5,3 5,3 +53|+53 |+53 |+53
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VMB (%) | 13,6 = 129 + 10,4 | 37,8 |36,5 |30,8

MITOTRACKER- 4,6 4,6 +46 |+46 |+46 | +46

HOECHST VMM (%) |28+16|47+16 |58+ |41+ |65+ |94+
1,6 1,6 1,6 1,6

MMB (%) | 17,8 = 86+57 |83+ 13,7 |29+ |21+
57 57 56,7 |57 57

MMM (%) | 65,7 + 73,8 £ 754 | 444 | 541 | 57,6

7,0 7,0 +70|+70 |+70 |70

Los resultados se presentan como medias minimo cuadraticas + error estandar (LSM * SE).
MT: moviles totales; MP: mdviles progresivos; VCL: velocidad curvilinea; VSL: velocidad lineal; VAP:
velocidad media del trayecto; LIN: indice de linealidad; STR: indice de rectitud; WOB: indice de
oscilacion; ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: frecuencia de batido del flagelo;
VIVOS: espermatozoides vivos independientemente de que tengan el acrosoma reaccionado o no; VAI:
espermatozoides vivos con el acrosoma intacto; AR: espermatozoides vivos y muertos con el acrosoma
dafiado; VMB: espermatozoides vivos con mitocondrias activas; VMM: espermatozoides vivos con
mitocondrias con baja actividad; MMB: espermatozoides muertos con mitocondrias activas; MMM:

espermatozoides muertos con mitocondrias inactivas.

b. Experimento 2. Efecto del plasma seminal sobre la calidad in vitro de los
espermatozoides de caprino en las distintas etapas del protocolo previas
a la congelacion.

En el segundo experimento, se compard la calidad in vitro de los espermatozoides de

caprino procesados con y sin plasma seminal en las distintas etapas del protocolo

previas a la congelacién. Para ello, se extrajeron 3 eyaculados de 2 machos de raza

Murciano-Granadina. Tras la extraccion seminal, se seleccionaron soélo aquellos

eyaculados que presentaron mas de 50% de espermatozoides moviles totales en fresco.

Después de realizar esta seleccidén se procesaron 2 eyaculados de 2 machos de raza

Murciano-Granadina.

En la Tabla 5, se muestran los resultados observados para cada una de las variables

de calidad analizadas en las distintas etapas del protocolo previas a la congelacion: tras

la adicion del primer diluyente, después de refrigerar, después de afadir glicerol y, por

ultimo, tras el equilibrado.
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Tabla 5. Calidad del semen de caprino (n = 2 eyaculados) procesado con o sin plasma seminal en las distintas etapas
del protocolo previas a la congelacion.

DESPUES DESPUES DESPUES DESPUES
SM1 REFRIGERADO | GLICEROL | EQUILIBRADO
CON | SIN | CON SIN [CON| SIN | CON | SIN
MT(%) 515 [645 [425 |500 250 |515 [355 [675
MP (%) 46,0 |585 34,0 |[44,0 225 | 470 [31,0 [58,0
VCL 105,0 [99,2 | 111,5 [ 111,5 [ 121, | 1158 [ 111,3 | 109,1
(um/s) 3
VSL 784 |732 764 [791 80,9 | 84,7 [805 820
) (Hm/s)
POBLACION | VAP 841 |788 [856 855 92,3 /90,2 [86,9 892
DE MOVILES | (um/s)
LIN (%) 753 [749 [682 |705 69,2 736 [739 [751
STR(%) [91,2 [91,9 [857 [90,0 86,1 /1928 [911 [90,8
WOB (%) 812 [807 |77,7 |769 779 | 785 [79.8 [820
ALH (um) |26 24 129 3,0 30 [3,0 2,7 2,6
BCF (Hz) [13,8 [145 [14,0 [141 142 [147 [143 [13,0
VCLrota. | 53,3 |64,0 469 |[556 29,7 | 596 [391 |[737
(um/s)
VSLrota. | 40,1 [47,2 [319 [398 20,6 |436 |288 |[554
. (Hm/s)
POBLACION | VAProra. [43,2 [508 |356 |429 22,7 |464 [31,0 [60,3
TOTAL (um/s)
LINtora. | 39,0 [48,3 [288 |[357 17,8 | 379 |266 |50,7
(%)
STRrota. | 46,8 |59,3 [36,6 |453 223 | 478 [324 [613
(%)
WOBrora. | 42,1 [520 [325 |387 19,5 404 |286 |554
(%)
ALHrotae | 1,3 15 [12 1,5 07 |15 0,9 1,8
(Hm)
BCFrotar | 7,1 94 |59 7.1 36 |76 5,0 8,8
(Hz)
VIVOS 53,7 | 47,8 [ 452 [505 33,9 46,0 [34,7 |476
Pl- (%)
FITC PNA- | VAI (%) 534 |476 [ 448 [503 33,7 [458 [344 |474
HOECHST | AR (%) 148 |176 (189 [16,7 17,8 [159 [178 [156
VMB (%) |48,8 [450 (397 475 281 1453 [285 [44,9
VMM (%) |5,2 40 |45 2,2 48 |32 43 3,6
MITOTRACKE | MMB (%) | 6,9 71 |54 9,8 34 [6,0 5,1 5,3
R-HOECHST | MMM (%) |39,1 |44,0 [50,4 |40,5 63,6 | 457 |621 46,2

Los resultados se presentan como medias no corregidas.
MT: moviles totales; MP: mdviles progresivos; VCL: velocidad curvilinea; VSL: velocidad lineal; VAP: velocidad media
del trayecto; LIN: indice de linealidad; STR: indice de rectitud; WOB: indice de oscilacion; ALH: amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: frecuencia de batido del flagelo; VIVOS: espermatozoides vivos
independientemente de que tengan el acrosoma reaccionado o no; VAI: espermatozoides vivos con el acrosoma
intacto; AR: espermatozoides vivos y muertos con el acrosoma dafiado; VMB: espermatozoides vivos con mitocondrias
activas; VMM: espermatozoides vivos con mitocondrias con baja actividad; MMB: espermatozoides muertos con
mitocondrias activas; MMM: espermatozoides muertos con mitocondrias inactivas.
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Debido al bajo numero muestral utilizado (n = 2), los resultados obtenidos no pueden
considerarse todavia ni fiables ni concluyentes. No obstante, a continuacion comentaré
algunos de los resultados mas destacables, a espera de confirmar en el futuro con un

mayor numero de muestras y de machos si estos resultados son repetibles.

En general, las muestras procesadas con plasma seminal presentaron una calidad
inferior para las variables MT, MP, VIVOS y VMB en practicamente todas las etapas del
protocolo estudiadas. Es destacable la brusca disminucidon de calidad que
experimentaron las muestras procesadas con plasma seminal después de afadir el
glicerol, en comparacién con los espermatozoides que no tenian plasma seminal. Por
ultimo, se puede destacar el aumento que se observé en MT y MP para los dos tipos de
muestras (con y sin plasma seminal) después de la fase de equilibrado en comparacion
con sus resultados en la etapa previa. No obstante, hubo algunas diferencias entre
ambos tratamientos. Asi, la calidad de las muestras procesadas sin plasma seminal tras
la fase de equilibrado fue muy similar a la que presentaron esas mismas muestras en el
primer paso del protocolo, tras la adicion de SM1. Sin embargo, en las muestras
procesadas con plasma seminal y en el paso previo al de congelacion propiamente
dicha, las muestras so6lo conservaron entre el 58% y el 69% de los valores para MT, MP,
VIVOS y VMB que presentaron en el primer paso del protocolo de congelacion. Es decir,
que el efecto perjudicial del plasma seminal en esta especie ya se manifesté en los

pasos previos al paso de congelacion-descongelacion propiamente dicho.
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5. DISCUSION

La evaluacion de la fertilidad del semen de un macho cabrio es importante, ya que ayuda
a determinar si existen alteraciones en la produccion o calidad seminal, buscandose
siempre indices altos de fertilidad entre animales. De igual modo, el analisis de semen
en los programas de mejora genética es fundamental, permitiendo la previa eliminacion

de machos estériles antes de su uso en campo.

Por otro lado, la evaluacion previa de la capacidad fecundante de los espermatozoides
se considera una herramienta Util para el estudio de la efectividad de distintas técnicas
de conservacion de semen. La evaluacion de la fertilidad es mas convincente a través
de una prueba in vivo. Sin embargo, la prueba in vivo muestra una serie de desventajas
como son su elevado coste y el hecho de que los resultados no son inmediatos, por lo
que se realizan pruebas de fertilidad in vitro para evaluar la calidad de las muestras

antes de su uso en las granjas (Graham & Mocé, 2005).

En cuanto a los analisis in vitro utilizados para evaluar la calidad seminal, destacan la
evaluacion de la motilidad y viabilidad espermatica. Para realizar estas evaluaciones se
utilizan los sistemas CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) y la citometria de flujo,
respectivamente (Graham & Mocé, 2005). Estas pruebas contribuyen a la deteccion de
machos infértiles o con baja fertiidad previamente a ser utilizados en campo,
mencionado anteriormente, y se realizan en especies cuya obtenciéon de gametos

femeninos no es factible de manera regular, como es la especie caprina.

En este trabajo, por un lado, se evalu6 la motilidad espermatica a través del sistema
CASA, obteniendo asi tanto el porcentaje de espermatozoides moviles y progresivos

como las velocidades y ratios de las trayectorias mostradas por los espermatozoides.

Por otro lado, mediante la técnica de citometria de flujo se analizd la integridad
espermatica a través de una serie de flurocromos. Se eligieron tres estructuras a
analizar: la integridad de la membrana plasmatica, estructura fundamental para el
metabolismo espermatico e imprescindible para la fecundacién; las mitocondrias,
encargadas de producir la energia necesaria para que el espermatozoide pueda
avanzar en el tracto reproductivo femenino hasta alcanzar el oviducto, donde se produce
la fecundacion del 6vulo, y por ultimo, el acrosoma, situado en la porcion proximal de la

cabeza del espermatozoide y cuya funcién es degradar los componentes de la zona
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pelucida del 6vulo para fusionarse con su membrana y fecundarlo. La integridad de la
membrana plasmatica de los espermatozoides fue observada utilizando el fluorocromo
Yoduro de Propidio (Pl) que emite fluorescencia roja cuando se une a los acidos
nucleicos de los espermatozoides que tienen la membrana celular dafiada (Bollwein et
al., 2008). La tincion MitoTracker Deep Red permitié evaluar el dafio en las mitocondrias
(Garcia et al., 2009) emitiendo fluorescencia roja. La tincion Hoechst que emite
fluorescencia violeta cuando penetra en todas las células fijandose al ADN permitio
diferenciar a los espermatozoides de otros eventos de tamafo similar asi como
diferenciar espermatozoides con membrana intacta o dafiada en funcion de la intensidad
de fluorescencia mostrada. Por ultimo, la tincién fluorescente isotiocianato de
fluresceina unida a la aglutitina de cacahuete (FITC-PNA) permitié evaluar los
espermatozoides con acrosoma dafiado emitiendo fluorescencia verde (Rijsselaere et
al., 2005). La ausencia de la fluorescencia en el espermatozoide es un indicativo de un
acrosoma intacto, en cambio, la presencia de fluorescencia es indicativo de un dafo o

reaccion acrosomal (Silva y Gadella, 2006).

El primer experimento de este trabajo estudié el efecto del plasma seminal sobre la
calidad in vitro de los espermatozoides de caprino tras la descongelacion,
comparandose las dosis congeladas con y sin plasma seminal. Para ello, se realizd un
analisis de la calidad del semen fresco y un andlisis de la calidad del semen

descongelado a tres tiempos (10, 90 y 180 min) durante la incubacién a 37°C.

En el caso del semen fresco, no se observo efecto del plasma seminal sobre la mayoria
de las variables analizadas. Sin embargo, se observaron diferencias significativas entre
las muestras procesadas con o sin plasma seminal en la variable de poblacién de
moviles BCF, obteniéndose un mayor valor para este parametro en las muestras
procesadas sin plasma seminal. Asimismo, las variables de motilidad sobre la poblacién
total ALHrotaL y BCFrotaL presentan mayores valores en las muestras procesadas sin
plasma seminal. Estos mayores valores podrian ser indicativos de una capacitacién
prematura de los espermatozoides, ya que el aumento de la frecuencia de batido de
flagelo y de la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza han sido relacionadas
con el patron de motilidad de hiperactivacion en espermatozoides humanos (Mortimer,
1997). Esta diferencia entre las muestras puede deberse a la eliminacién de los factores
decapacitantes del plasma seminal, ya que no se ha realizado ningun tratamiento

adicional para que las muestras presenten ese patron de motilidad.
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Referente al analisis de la calidad del semen descongelado a tres tiempos (10, 90 y 180
min) durante la incubacion a 37°C, en la mayoria de variables se observé un efecto
perjudicial del plasma seminal a excepcion de las variables de motilidad de la poblacién
de moviles VSL, VAP, LIN, STR y WOB. Asi las muestras procesadas sin plasma
seminal mostraron, tras la descongelacion, mayores tasas de motilidad y vitalidad de los
espermatozoides que las muestras procesadas con plasma seminal, resultados que
corroboran a los estudios previos en la especie caprina (Kuguk et al., 2014). Por otra
parte, se observo un efecto significativo del factor tiempo de incubacion para la mayoria
de las variables, observandose una disminucién de los valores conforme avanzaba la
incubacion. Sin embargo, se observd un aumento de los valores en la variable BCF
sobre la poblacion de moviles, lo que podria ser indicativo de una capacitacion
prematura de los espermatozoides, como ya se ha mencionado anteriormente. También
se observd un aumento en la variable VMM y una disminucion de los valores en la
variable MMB conforme avanzaba el tiempo de incubacion lo que indica que a medida
que aumenta el tiempo de incubacion hay mas espermatozoides vivos con mitocondrias
danadas. Estos resultados son esperados debido a que el proceso de criopreservacion
da lugar a espermatozoides dafiados y capacitados, produciéndose degradacion de las

membranas espermaticas (Bailey et al., 2000).

En relacion a la interaccion entre el factor plasma seminal y el factor tiempo de
incubacion, cabe decir que no fue significativa debido a que las muestras con y sin
plasma seminal se comportaron de manera similar, disminuyendo la calidad del semen

descongelado conforme aumentaba el tiempo de incubacion tras la descongelacion.

Es destacable que los porcentajes de VIVOS y de VAI son muy similares, tanto en
semen fresco como en descongelado, debido a que hay un bajo porcentaje de
espermatozoides vivos con acrosoma reaccionado. Este resultado es debido a que, una
vez se produce la reaccion acrosomica y la fusion de la membrana externa del acrosoma
con la membrana plasmatica, la tincion de Yoduro de Propidio penetra facilmente debido
a que la membrana acrosémica ha sido dafada, dando lugar a la poblacion de muertos

con acrosoma danado (Mocé et al., 2006).

En nuestro estudio, observamos diferencias significativas entre las muestras
procesadas con plasma seminal y sin plasma seminal, obteniéndose peores resultados
en las muestras con plasma seminal. Esto puede deberse a que la eliminacién del
plasma seminal beneficia la supervivencia de los espermatozoides durante la incubacién

(Ritar & Salamon, 2006). Este resultado corrobora a los obtenidos en estudios previos
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(Kuguk et al., 2014), aunque en nuestro trabajo el plasma seminal provocé un efecto
mucho mas perjudicial que el que se observa en otros trabajos (80% de VIVOS en
muestras con plasma seminal y 85% en muestras sin plasma seminal; Kiglk et al.,
2014). Lo mas probable es que este resultado se deba a la época del afio en la que se
ha realizado este estudio, que coincide con la estacion de anestro estacional en la
especie caprina. Asi, algunos autores han demostrado el efecto perjudicial del plasma
seminal de los eyaculados obtenidos fuera de la estacion reproductiva sobre la calidad
de los espermatozoides (La Falci et al., 2002), efecto no observado cuando se trabaja

con eyaculados obtenidos en estacion reproductiva (Leahy et al., 2010).

El efecto perjudicial del plasma seminal sobre la calidad de los espermatozoides
congelados-descongelados de caprino ya era conocido (Corteel & Baril, 1974) y, de
hecho, se han propuesto diferentes alternativas a lo largo de los afios para mejorar la
calidad de los espermatozoides congelados en esta especie. Una de las primeras
propuestas, y de las mas utilizadas también en la actualidad, fue la de eliminar el plasma
seminal mediante centrifugacion antes de la congelacion (Corteel & Baril, 1974) ya que
el plasma seminal de esta especie esta considerado como un medio inadecuado para
mantener la viabilidad espermatica tras la eyaculacion (Corteel, 1980; Pellicer et al.,
1997) y su eliminacién aumenta el porcentaje de células viables y su motilidad durante
su almacenamiento (Leboeuf et al., 2000). Asimismo, con la eliminacion del plasma
seminal también se evita la actuacion de las lipasas secretadas por la glandula
bulbouretral o de Cowper (Kozdrowski et al., 2007), que degradan algunos de los
componentes de la yema de huevo y de la leche desnatada produciendo metabolitos
toxicos para los espermatozoides (Pellicer, 1996; Leboeuf et al., 2000), como ya se ha
indicado en la introduccion. Sin embargo, la eliminacion del plasma seminal también
provoca cierta pérdida de espermatozoides y de tiempo (Ritar, 1993). Ademas, el
plasma seminal también esta compuesto por moléculas antioxidantes, estabilizadores
de membrana y azucares (Kiglk et al., 2014), asi como por algunas moléculas que
participan en el proceso de sefializacion celular en el interior del tracto reproductivo
femenino, en la capacitacion y durante el proceso de fecundacion (Lopera Vasquez,
2009).

Por otra parte, el plasma seminal también facilita el desarrollo placentario temprano y
promueve la fijacion e implantacion de embriones y regula la proliferacion, la viabilidad
y la diferenciacion de los blastdmeros embrionarios (Chenoweth & Lorton, 2014). Debido
a sus efectos beneficiosos, se han buscado alternativas a su eliminacion. Algunas de

ellas se han basado en la busqueda de otros diluyentes que permitiesen mantener el
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plasma seminal pero evitando, a su vez, su efecto perjudicial. Asi, la disminucién del
porcentaje de yema de huevo hasta 1,5% (v/v), permite mantener el plasma seminal y
obtener un semen de calidad tras la descongelacién (Ritar & Salamon, 2006). No
obstante, la calidad del semen obtenida con este diluyente y plasma seminal continta
siendo inferior a la que se obtiene con otras alternativas en las que se elimina el plasma
seminal y se utilizan diluyentes con yema de huevo (20%; v/v) o leche desnatada
(Konyali et al., 2013). En otros trabajos se han buscado alternativas a los diluyentes con
base de leche o yema de huevo. Uno de los que mas se han utilizado es la soja, que
presenta baja viscosidad y provoca un aumento de la velocidad y el movimiento de las
células espermaticas, reemplazando con éxito al diluyente de yema de huevo, sin
obtenerse efectos adversos en la motilidad de los espermatozoides tras el proceso de
descongelacion, en la integridad de la membrana y en la viabilidad espermatica
(Salmani et al., 2014). En uno de los trabajos mas recientes se propone la dialisis del
eyaculado antes de ser diluido y congelado, eliminando asi el efecto toxico de las lipasas
presentes en el plasma seminal de caprino, obteniéndose un efecto positivo significativo
sobre la calidad y viabilidad espermatica tras la congelacion-descongelacion (Premrov
Bajuk et al., 2018).

Para planificar alternativas de forma mas dirigida a la eliminaciéon del plasma seminal,
habria que determinar previamente en qué momento del protocolo de congelacion se
producen los dafos sobre los espermatozoides en las muestras en las que hay plasma
seminal. Sin embargo, no hay constancia en la bibliografia de que se haya realizado ese
estudio. Por ello, en el segundo experimento se estudio el efecto del plasma seminal
sobre la calidad in vitro de los espermatozoides de caprino en las distintas etapas del
protocolo previas a la congelacién, utilizando las mismas técnicas que en el experimento
1. Para ello, se compararon las muestras con y sin plasma seminal tras la adicion del
primer diluyente (SM1), después de la refrigeracion, tras afiadir el glicerol y, por ultimo,

después del equilibrado.

Como ya se ha comentado previamente, los resultados obtenidos no son concluyentes,
ya que se utilizd un numero muestral pequeno. A la vista de los resultados obtenidos en
el experimento 2, el efecto perjudicial del plasma seminal ya se observa en la etapa tras
la adicién del glicerol, disminuyendo la calidad de las muestras procesadas con plasma
seminal, en comparacion con las muestras procesadas sin plasma. Aunque se
desconoce cual es el efecto del plasma seminal, el hecho de que la calidad de las
muestras descienda bruscamente después de afadir el glicerol podria indicar que el

plasma seminal provoque alteraciones en la permeabilidad de la membrana y, de este

48



Rosario Martin Montalban

modo, los espermatozoides sufran mas efectos osmaticos. No obstante, esta teoria
tendria que demostrarse en experimentos futuros. De ser asi, una posible solucion
podria basarse en la reduccion de la cantidad de glicerol y/o en la adicién del glicerol en
mas pasos para minimizar los efectos osmoéticos. También podrian utilizarse
crioprotectores mas permeables, que provocan menos efectos osmaéticos en los
espermatozoides. Por otro lado, se observan diferencias significativas para las variables
de velocidad (VCL, VSL y VAP) en cada etapa, resultados similares a los obtenidos en
el estudio de Barbas et al. (2018), en el que se emplea también un protocolo en el que
se elimina el plasma seminal. Asimismo, los valores de velocidad espermatica aumentan
a lo largo del proceso de conservacion mientras que los valores de linealidad se
mantienen constantes. También cabe destacar que se observa un aumento en las
variables de motilidad MT y MP en las muestras procesadas con y sin plasma seminal
tras la etapa de equilibrado, si comparamos los resultados con los obtenidos en la etapa
tras la adicion del glicerol. Se ha sugerido que la etapa de equilibrado es necesaria en
los protocolos de congelacion de semen para que se produzcan cambios protectores en
la membrana (Gao et al., 1997) y es posible que este aumento en los porcentajes de
moviles totales y progresivos indique que estos cambios en la membrana se han
producido y/o bien que los espermatozoides han terminado de adaptarse a las

condiciones osmaticas.
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6. CONCLUSION

Como conclusion, los resultados obtenidos en ambos experimentos demuestran que el
plasma seminal es perjudicial para la congelacién del semen en la especie caprina.
Ademas, estos efectos perjudiciales ya se manifiestan en etapas previas a la de la
congelacion propiamente dicha. Asi, los espermatozoides procesados con plasma
seminal ya muestran una drastica reduccion de los parametros de calidad tras la adicién

del glicerol.

7. LINEAS FUTURAS

En un futuro debe completarse el segundo experimento mediante el procesado de un
mayor numero de muestras para corroborar si la calidad de los espermatozoides en las
muestras procesadas con plasma seminal disminuye drasticamente tras la adicion del
glicerol. Los resultados obtenidos a partir del segundo experimento sirven en un futuro
para proponer modificaciones en el protocolo de congelacion que permitan mantener el

plasma seminal en las dosis de semen congelado de ganado caprino.
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